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THF Tetrahydrofuran 
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Die Dünnschichtchromatographie gehört zu den robustesten chromatographischen Verfahren, das 
seit über 40 Jahren zuverlässige Ergebnisse in der Analytik von Stoffen liefert. In der Dünn-
schichtchromatographie lassen sich die getrennten Komponenten direkt auf dem Chromatogramm 
physikalisch-chemisch detektieren und quantifizieren. Durch die Kopplung von biochemischen 
(z.B. enzymatischen Hemmtesten) oder biologischen Testverfahren ist es möglich, toxikologisch 
wirksame Substanzen in situ nachzuweisen.  
 
Diese sogenannte wirkungsbezogene Analytik mit der Hochleistungs – Dünnschichtchroma-
tographie stellt ein Verfahren dar, mit der angezeigte Schadwirkungen schnell und selektiv be-
stimmten chemischen Substanzen oder Substanzgruppen zugeordnet werden können. Biochemi-
sche und biologische Detektionsverfahren auf dem Dünnschichtchromatogramm sind sehr selektiv 
und sensitiv und schließen damit die Lücke zwischen biologischen in vitro-Testverfahren und in-
strumenteller Analytik. 
 
Definierte Bedingungen für den Cholinesterasehemmtest auf dem Chromatogramm ergeben repro-
duzierbare Ergebnisse bei der Bestimmung von Nachweisgrenzen bei ausgewählten Inhibitoren.  
 
Biologische Testsysteme auf dem Chromatogramm erlauben die Detektion von Fungiziden, Anti-
biotika, Lumnineszenzhemmstoffen auf der Dünnschichtplatte; ein neues molekularbiologisches 
Testverfahren ermöglicht die Detektion von Hormonen qualitativ und quantitativ.  
Biochemische und biologische Detektionsverfahren können Wirkstoffe in Umwelt- und Lebensmit-
telproben sowie bei der Reinheitskontrolle und in der Metabolismusforschung von Chemikalien 
nachweisen. Ergänzend können die detektierten Wirkstoffe durch ihre Migrationsstrecke und ihr 
UV-Spektrum charakterisiert werden. 
 
Die Grenzen der wirkungsbezogenen Analytik mit der HPTLC liegen in der Auswahl stationärer 
Phasen und dem fehlenden Bezug der biologischen Testverfahren zur Humantoxikologie. (Den-
noch können toxikologische Aussagen in höheren Organismen gemacht werden durch Übertragun-
gen der Wirkstoffe in einen in vivo Testorganismus). 
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Ein Konzept zur Risikoanalyse und Risikobewertung, bei der die wirkungsbezogene Analytik als 
Bindeglied zwischen Biotests und chemisch/physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfah-
ren fungiert, wird vorgestellt. 
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1.  Einleitung  
 
1.1 Die Rolle der Dünnschichtchromatographie in der Schadstoffanalytik 
 
Als die Rückstandsanalytik von Pflanzenschutzmitteln in den fünfziger Jahren an Bedeutung ge-
wann, standen den Analytikern lediglich die Spektralphotometrie und die Papierchromatographie 
als Analysenmethoden zur Verfügung (Müller et al. 1957). Mit der Papierchromatographie wurde 
es möglich, mehrere Substanzen, die als Gemisch vorlagen, auf einfache Art zu trennen und an-
schließend zu identifizieren. Die Methode wurde bald durch die Dünnschichtchromatographie (DC, 
engl. TLC1) verdrängt, die gegenüber den herkömmlichen Verfahren zahlreiche Vorteile besaß, 
wie z.B. eine schnellere Auftrennung, eine bessere Nachweisempfindlichkeit und eine größere Va-
riabilität bei den Trennsystemen. Der Einsatz der Dünnschichtchromatographie machte es möglich, 
eine Vielzahl von Pflanzenbehandlungsmitteln zu trennen und mit verschiedenen Reagenzien 
nachzuweisen und zu identifizieren (Walker und Beroza 1963).  
Die stürmische Entwicklung der instrumentellen Analytik im Verlauf der sechziger Jahre hatte zur 
Folge, dass die Gaschromatographie (GC) mit ihren selektiven Detektoren zum gängigen Verfah-
ren in der Rückstandsanalytik wurde. Später kam die Hochleistungs-Flüssigkeitschro-matographie 
(HPLC) hinzu, die besonders für die Bestimmung thermisch instabiler und nicht verdampfbarer 
Stoffe eingesetzt wird. In der Dünnschichtchromatographie erfolgte parallel der Übergang zu klei-
neren Sorptionsmittelteilchen, so dass 1975 erstmalig unter der Bezeichnung der sog. High Per-
formance Thin Layer Chromatographie (HPTLC) eine neue Hochleistungsschicht vorgestellt wer-
den konnte.  
 
Bis heute hat die Dünnschichtchromatographie ihren Platz neben anderen chromatographischen 
Methoden behaupten können. Dies ist auf den Umstand zurückzuführen, dass diese Methode einer-
seits durch ihre einfache Handhabung sehr schnell zu Ergebnissen führen kann, andererseits aber 
auch durch eine zunehmende Instrumentalisierung einen hohen Probendurchsatz in kurzer Zeit 
erlaubt. Zahlreiche modifizierte stationäre Phasen und selektive Detektionsverfahren erlauben Ana-
lysenergebnisse für die unterschiedlichsten analytischen Fragstellungen. 
 
                                            
1 Thin-Layer Chromatography = TLC 
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1.1.1 Der Einsatz der Dünnschichtchromatographie in der Lebensmittel- und Um-
 weltanalytik 
 
Die Dünnschichtchromatographie ist eine leistungsfähige, schnelle und preiswerte Analysenme-
thode. Sie hat sich in der Arzneimittel-, Lebensmittel- und Umweltanalytik bewährt. Gerade in der 
Lebensmittelanalytik mit ihrer stofflichen Vielfalt und einer Menge unterschiedlichster Matrizes 
erweist sich die Dünnschichtchromatographie und insbesondere die instrumentelle Dünnschichtch-
romatographie bis heute als eine geeignete Methode, diese Vielfalt an analytischen Fragestellungen 
zu beantworten. Die Methode wird insbesondere dann bevorzugt eingesetzt, wenn große Proben-
mengen in kurzer Zeit aufgearbeitet werden müssen. Auch fungiert die HPTLC als Bestätigungs-
methode für die Gaschromatographie, bei der ein computergesteuertes Densitometer die direkte 
quantitative Bestimmung der Schadstoffe auf dem Chromatogramm erlaubt (Gardyan und Thier 
1991). Gerade bei der Bestimmung von polaren Pestiziden in der Rückstandsanalytik stellt die 
HPTLC Analytik eine geeignete Referenzmethode für die Absicherung von Analysenergebnissen 
dar (Mouratidis und Thier 1995). 
 
Technische Fortschritte und Applikationen in der TLC und HPTLC in Bezug auf Trennleistungen, 
qualitative und quantitative Bestimmungen von Pestiziden bzw. anderer Agrochemikalien werden 
ausführlich in einem Übersichtsartikel von Sherma (2005) beschrieben, der die publizierten Ver-
fahren über einen Zeitraum von 1996-2004 zusammenfasst. Hauptschwerpunkte liegen bei der A-
nalytik von Fungiziden und Insektiziden. 
 
Gerade bei der Analytik von Substanzen in komplexen Matrizes erweist sich die Dünnschichtch-
romatographie als ein geeignetes Verfahren, wie z.B. bei der Bestimmung von Pestiziden oder po-
lyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) aus Bodenproben oder von Explosivstoffen 
in Rüstungsaltlasten.  
 
Galt die Dünnschichtchromatographie in der Umweltanalytik in den letzten Jahren neben der 
HPLC und GC als "nur"-Screeningmethode, bewährt sich die HPTLC zunehmend in der Spuren-
analytik. In der Trinkwasseranalytik liegt bereits ein dünnschichtchromatographisches Normver-
fahren zur Bestimmung von Pflanzenbehandlungsmitteln im Trinkwasser im Hinblick auf den ge-
forderten Grenzwert der Trinkwasserverordnung vor. Weiterhin wurde von einem Arbeitsaus-
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schuss (UA 5 AK 1) im Rahmen des Hauptausschusses I der Fachgruppe Wasserchemie in der 
GDCH im Auftrag des Normenausschusses Wasserwesen im DIN 1999 ein Normenentwurf über 
die dünnschichtchromatographische Bestimmung von PAK im Trinkwasser (DIN 38407 Teil 7) 
ausgearbeitet und verabschiedet. 
 
Die Bestimmung organischer Pflanzenbehandlungsmittel aus Trinkwasser mit der AMD2 -Technik 
nach DIN 38407, Teil 11, beschreibt ein dünnschichtchromatographisches mehrstufiges Verfahren 
nach einer Anreicherung der Schadstoffe durch eine Festphasenextraktion (siehe 1.1.2.2). Beson-
ders vorteilhaft ist bei der Dünnschichtchromatographie die Möglichkeit der Parallelentwicklung 
von bis zu dreißig Standardsubstanzen und Proben. 
Durch die Entwicklung der Hochleistungs-Dünnschichtchromatographie am Anfang der siebziger 
Jahre wurde die Reproduzierbarkeit wesentlich verbessert, so dass heute ein preisgünstiges und 
reproduzierbares chromatographisches System zur Verfügung steht. 
 
 
1.1.2 Technischer Stand der instrumentellen Dünnschichtchromatographie 
 
Wie in anderen Bereichen der instrumentellen Analytik ist auch in der Dünnschichtchroma-
tographie eine fortschreitende Automatisierung zu verzeichnen. Auf den Gebieten der Auftra-
gungstechniken, Chromatographieentwicklung und Detektion ist eine zunehmende Miniaturisie-
rung der Methode bis hin zur Weiterentwicklung der Dünnschichtchromatographie auf ultradünnen 
Platten zu beobachten (UTLC) (Hauck et al. 2001). 
 
1.1.2.1 stationäre Phasen 
 
Der Fortschritt der modernen Dünnschichtchromatographie ist eng verknüpft mit der Entwicklung 
geeigneter stationären Phasen. Tabelle 1 zeigt einen historischen Überblick der wichtigsten statio-
nären Phasen in der Dünnschichtchromatographie. 
                                            
2 AMD – Automated Multiple Development  
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Tab. 1: Höhepunkte der Entwicklung wichtiger stationärer Phasen in der Dünnschichtchromatographie 
(Hauck et al. 2001) 
 









Al2O3 Schichten von (Izmailov und Shraiber 1938) 
Kieselgelschichten mit Calcium Sulfat (Kirchner et al. 1951) 
Standardisierte Kieselgele (Stahl 1958) 
TLC - Fertigplatten  
HPTLC Fertigplatten 
Oberflächenmodifizierte Kieselgele für die TLC und HPTLC 
Sphärische Sorbentien für die HPTLC 
Ultradünne Kieselgelschichten für die UPTLC 
 
Kieselgel ist das meistbenutzte Sorbens in der DC. Der Übergang von der Normalphasenchroma-
tographie an polaren stationären Phasen zur Umkehrphasenchromatographie (engl. Reversed-
Phase-Chromatography, RPC) wurde durch die Einführung hydrophob modifizierter, unpolarer 
Phasen möglich. Ausgangsmaterial für die Herstellung dieser hydrophoben Schichten ist standardi-
siertes Kieselgel (KG 60). Durch Silyierung werden Alkylsilane kovalent an die Silanolgruppen 
des Kieselgels gebunden. Als Alkylsubstituenten kommen in den meisten Fällen Octadecylgruppen 
(RP 18) zur Anwendung. Aus sterischen Gründen liegt der maximal erreichbare Umsetzungsgrad 
vom verwendeten Silan ab. Die verbleibenden Rest-Silanolgruppen (sog. Silanol-Effekt) sind für 
Probenmoleküle zugänglich und beeinflussen neben der Selektivität und der chromatographischen 
Retention auch die Wasserbenetzbarkeit der Schicht. Bei Verwendung polarer Lösemittelgemische 
mit unterschiedlichem Wassergehalt ist die Wasserbenetzbarkeit der hoch umgesetzten, hydropho-
ben Phasen gering. Dies hat den Effekt, dass die Kapillarkräfte der Schicht nicht mehr ausreichen, 
um die hydrophoben Abstoßungskräfte zu kompensieren und ein Aufsteigen der mobilen Phase zu 
bewirken. Um diese Limitierung aufzuheben, wurden RP-18 Phasen mit niedrigem Umsatzgrad 
entwickelt, die bis zu 100 % benetzbar sind, weil die nicht umgesetzten Silanolgruppen die Rest-
hydrophilie bewirken (HPTLC RP-18w). 
 
Um die Selektivitätslücke zwischen den polaren Kieselgel-Phasen und den unpolaren RP-Phasen 
zu schließen, wurden 1978 mittelpolare, hydrophil modifizierte Schichten für die Dünnschichtch-
romatographie entwickelt. Hierzu zählen Amino-, Cyano- und Diol-Phasen. Eine Besonderheit 
dieser mittelpolaren stationären Phasen ist die Möglichkeit, sie erfolgreich sowohl in der Normal-
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phasen- als auch in der Umkehrphasen-Chromatographie einsetzen zu können. Die mittelpolaren 
Sorbentien haben folgende Strukturen: 
 
Amino: -CH2- CH2-CH2-NH2 
Cyano:  -CH2- CH2-CH2-CN 
Diol:  -CH2- CH2-CH2-O-CH-CH2 
 OH OH 
 
Als funktionelle Gruppe ist bei der Amino-Phase ein γ-Propylaminrest kovalent an die Kieselgel-
matrix gebunden. Bedingt durch den basischen Charakter der primären Amin-Funktion (pKA = 9,5 
- 11, H2O) treten schwach basische Ionenaustauschereigenschaften auf. 
Als funktionelle Gruppe ist bei den Cyano-Phasen eine γ-Cyanopropylgruppe an das Kieselgel 
gebunden. Im Gegensatz zur Amino-Phase zeigt die Cyano-Phase in wässrigen Fließmitteln eine 
neutrale Reaktion. Es besteht bei der Cyano-Phase keine Einschränkung in der Wahl des Fließmit-
tels. Somit kann diese Phase sowohl als Normalphase als auch Umkehrphase eingesetzt werden. 
 
Die jüngste Entwicklung auf dem Gebiet der mittelpolaren Schichten stellt die Diol-Phase dar. 
Über einen sogenannten Spacer wird die Diol-Gruppe an das Kieselgelgerüst gebunden. Mit ihren 
oberflächenständigen R-O-CH2-OH-Gruppen ist sie mit nicht modifiziertem Kieselgel vergleich-
bar. Beim Kieselgel sind es die Silanolgruppen und bei der Diol-Phase die alkoholischen OH-
Gruppen, die als aktive Zentren die Retention der zu trennenden Stoffe beeinflussen. Allerdings ist 
die Polarität der Diol-Oberfläche weniger stark ausgeprägt. Dies erklärt, warum die Diol-Phase im 
Vergleich zu Kieselgel eine geringere Neigung hat, Wassermoleküle aus der sie umgebenden At-
mosphäre aufzunehmen und sich dadurch in ihren Sorptionseigenschaften zu verändern. In wässri-
gen Fließmitteln weist die Diol-Phase einen sauren pH auf. 
Zur Detektion farbloser, UV-absorbierender Substanzen werden den Sorbentien und Fertigschich-
ten häufig bis zu 2% Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzindikatoren zugesetzt. Es handelt sich hier-
bei um Substanzen, die bei Bestrahlung mit UV-Licht längerwelliges Fluoreszenz- oder Phospho-
reszenzlicht emittieren. Absorbiert eine Probensubstanz auf dem Sorbens ebenfalls UV-Licht, so 
wird der Indikator an dieser Stelle schwächer oder gar nicht angeregt. Es resultieren dunkle Sub-
stanzzonen auf einem fluoreszierenden Untergrund. Als anorganische Phosphoreszenzindikatoren 
sind die bei λ = 254 nm anregbaren, gelb-grün emittierenden, mit Mangan aktivierten Zinksilikate 
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oder die säurestabilen, blau phosphoreszierenden Erdalkaliwolframate (F254s) im Einsatz. 
 
1.1.2.2 Entwicklungsverfahren der Chromatogramme 
 
Aus der manuellen Auftragung mittels Kapillaren entwickelte sich ein hochtechnisiertes, mikro-
prozeßgesteuertes Verfahren. Mit einem computergesteuerten Autosampler können unterschiedli-
che Proben sequentiell mit einer Spritze aufgesprüht werden. Dennoch hängen zahlreiche Probleme 
der Dünnschichtchromatographie mit der kapillaren Fließmittelbewegung der mobilen Phase zu-
sammen:  
 
- mit zunehmender Laufhöhe des Fließmittels vermindert sich die Wanderungsgeschwin-
 digkeit und somit die Trennschärfe zweier Komponenten auf der stationären Phase, 
- zahlreiche Fließmittel und –kombinationen scheiden wegen zu hoher Viskosität als mobile 
Phase aus (z.B. wasserhaltige Fließmittelgemische bei hydrophoberen Schichten). 
 
 
Abb. 1: Entwicklung der Techniken in der Planar-Chromatographie: TLC (Thin Layer Chromatography, 
HPTLC (High Perfomance Thin Layer Chromatography), AMD (Automated Multiple Development), OPLC 
(Over Pressure Layer Chromatography), HPPLC (High Pressure Planar Liquid Chromatography, RPC (Rota-
tional Planar Chromatography) (Vaccari 2003) 
 
Diese Nachteile lassen sich umgehen, wenn die Entwicklung der Chromatogramme durch    Über-
druck mit konstanter Geschwindigkeit der mobilen Phase erfolgt, mit der sog. forced flow – Tech-
nik (Mincsovics et al. 1988). Der Überdruck kann erzeugt werden entweder mit Hilfe einer Förder-
pumpe (OPLC) oder durch den Einsatz der Zentrifugalkraft (RPC) (Frey 1993). Kaiser und Rieder 
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entwickelten 1987 die Zirkularversion der OPLC weiter zur High Pressure Planar Liquid Chroma-
tography (HPPLC), wobei der größte Gewinn der „forced flow“-Techniken in dem konstanten 
Fluss der mobilen Phase in der planaren stationären Phase besteht (Nyiredy 2003). 
 
Prinzip der AMD-Technik 
Die traditionell in der Dünnschichtchromatographie verwendete Trogkammer erhielt Konkurrenz 
durch die Herstellung automatischer Entwicklungskammern und das AMD – Gerät (Automated 
Multiple Development) (Burger 1984), in denen automatische Entwicklungen und Trocknungen 
möglich sind. Weiterhin kann in der AMD – Kammer eine Gradientenentwicklung unter verschie-
denen Bedingungen in der Dünnschichtchromatographie durchgeführt werden. 
 
Die Trennung der einzelnen Komponenten erfolgt bei diesem universellen Verfahren durch eine 
Stufen- und Mehrfachentwicklung mit Normalphasenchromatographie, wobei die Elutionskraft der 
mobilen Phase polar beginnt und unpolar endet. Somit können Komponenten mit unterschiedlicher 
Polarität voneinander getrennt werden.  
 
Die AMD ist die einzige Methode, mit der eine reproduzierbare Gradientenelution an Kieselgel 
(Normalphase) möglich ist. Das Prinzip der AMD ist in Abbildung 2 dargestellt. Die AMD ist eine 
vollautomatisierte Entwicklungsmethode, bei der die Entwicklung in 10 bis 30 Teilschritten ab-
läuft. Dabei ist die Laufstrecke jedes Teilschrittes um ein konstantes Inkrement länger als die des 
vorhergehenden Teilschrittes (siehe Abbildung 2). Die Inkrementlänge liegt dabei zwischen einem 
und drei Millimetern. 
Die Entwicklung beginnt mit einem Trocknungsschritt, dabei wird in der Entwicklungskammer ein 
Vakuum angelegt. Dadurch werden Reste des Lösemittels der aufgetragenen Substanzen von der 
stationären Phase entfernt. Anschließend wird die Kammer mit sauberer, inerter Atmosphäre, in 
der Regel Stickstoffgas, gefüllt. Dann wird das Fließmittel in die Kammer gefüllt und der erste 
Entwicklungsteilschritt beginnt. Nachdem die vorgesehene Entwicklungsstrecke erreicht ist, wird 
das Fließmittel durch Absaugen entfernt und die Platte erneut getrocknet. Danach wird die Kam-
mer wieder begast, mit Fließmittel gefüllt und bis zur im nächsten Teilschritt vorgesehenen Ent-
wicklungsstrecke entwickelt. Dies wird so lange fortgesetzt, bis das gesamte Entwicklungspro-
gramm durchlaufen ist. 
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Der erste Entwicklungsschritt beträgt nur wenige Millimeter. Neben der Verwendung von HPTLC-
Platten ist besonders der Fokussierungseffekt für die außerordentliche Trennschärfe der AMD-
Technik verantwortlich. Dieser Fokussierungseffekt erlaubt auch die Auftragung großer Proben-
mengen, da die anfangs breite Startbande nach wenigen Entwicklungsschritten wieder zu einem 




Abb. 2: Prinzip der AMD-Entwicklung (nach Burger 1984, Wippo 2003) 
 
Dieses Trennverfahren eignet sich besonders für Stoffgemische aus genuinen Wirkstoffen und ih-
ren entsprechenden Metaboliten. In einem Chromatogramm können z.B. 10 Proben mit unbekann-
ten Schadstoffgehalten gleichzeitig mit 10 Testgemischen, die jeweils 8-10 Einzelsubstanzen ent-
halten, (d.h. mit insgesamt 80-100 Referenzsubstanzen) parallel untersucht werden (Butz und Stan 
1995).  
 
Die Identifizierung der unbekannten Schadstoffe erfolgt zum einen durch den Vergleich des Reten-
tionsfaktors der unbekannten Substanz mit denen von Referenzsubstanzen, zum anderen erfolgt 
eine Absicherung der Ergebnisse durch UV-Spektren, bzw. durch Vermessen des Chroma-
togramms mit einem Mehrwellenlängenscan. Die Substanz kann anschließend durch Umsetzung 
mit chemischen Reagenzien auf dem gleichen Chromatogramm näher charakterisiert werden. Be-
sondere Bedeutung haben die Publikationen, die die weiteren Möglichkeiten des Pestizidscreenings 
mit Hilfe der Hochleistungs-Dünnschichtchromatographie (HPTLC) aufzeigen und Reagenzien 
beschreiben, mit denen mikrochemisch Pestizide charakterisiert und identifiziert werden können 
(Patil und Shingare 1993).  
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1.1.2.3 Physikalische Detektionsverfahren in der Dünnschichtchromatographie 
 
Zu Beginn der Entwicklungsgeschichte der Dünnschichtchromatographie wurden die Substanz-
flecken nach der Trennung zur quantitativen Erfassung von der Platte abgekratzt, die Substanzen 
aus der stationären Phase mit einem geeigneten Lösemittel eluiert und anschließend photometrisch 
vermessen. Bei diesen indirekten Methoden der Quantifizierung wurden nach der Extraktion so-
wohl die Photometrie (im präparativen Bereich 1-10 mg Substanz pro Fleck) als auch gravimetri-
sche, titrimetrische und polarimetrische Detektionsverfahren eingesetzt. Es ist weiterhin bis heute 
möglich, nach der Dünnschichtchromatographie extrahierte Proben mit weiteren physikalischen 
bzw. chromatographischen Verfahren zu koppeln, wie z.B. der HPLC, Gaschromatographie. Die 
Identifizierung und Quantifizierung kann im Extrakt z.B. mit UV/Vis -, IR - oder Massen - oder 
Atomabsorptions - Spektroskopie erfolgen (Jork und Wimmer 1986).  
 
Heute werden bei den physikalischen Nachweis- und auch Dokumentationsverfahren substanzcha-
rakterisierende Eigenschaften direkt auf der HPTLC - Platte erkannt. Hierbei handelt es sich haupt-
sächlich um Absorptions- bzw. Fluoreszenzmessverfahren. Detektionen mit Hilfe der FTIR und 
Raman - Spektroskopie, radiometrische Messungen oder die Massenspektrometrie können als di-
rekte Detektionsverfahren auf der HPTLC-Platte eingesetzt werden.  
 
Mitte der sechziger Jahre begann die Entwicklung kommerzieller Geräte für die photometrische 
Direktauswertung auf dem Dünnschichtchromatogramm, die sogenannten Densitometer. Das klas-
sische Densitometer weist einen typischen Spektrometeraufbau auf. Als Lichtquelle stehen in der 
Regel drei Lampen (Deuterium-, Wolfram- und Quecksilberdampflampe) zur Auswahl. Spangen-
berg entwickelte im Jahr 2000 einen neuen HPTLC Scanner, der in der Lage ist, eine HPTLC – 
Platte simultan bei verschiedenen Wellenlängen zu messen, indem er glasfasergeleitetes Laserlicht 
mit einem Dioden-Array Detektor verwendet (Spangenberg und Klein 2000). 
 
Bei den quantitativen Auswerteverfahren von Chromatogrammen werden in der Literatur immer 
häufiger der Einsatz von Video-Densitometern oder der Einsatz von Flachbettscannern beschrie-
ben, die mit einer entsprechenden Auswerte-Software ausgestattet sind (Veröff. I). Bei diesen Ver-
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fahren wird heute ein besonderes Augenmerk auf eine nach GLP3-Richtlinien ausgerichtete Doku-
mentation gelegt. Auch in diesem Bereich wird eine videodensitometrische Auswertung diskutiert, 
die die Möglichkeit bietet, die eigentliche Dokumentation des Chromatogramms mit der quantitati-
ven Auswertung und einer entsprechenden Software zu verbinden (Mall 1995).  
 
Neben den zerstörungsfreien Detektionsverfahren können mit der Kopplung von HPTLC und 
"Fast-Atom-Bombardement Mass Spectometry" (HPTLC-FAB MS) die Substanzen massenspekt-
roskopisch identifiziert und quantifiziert werden. Eine direkte massenspektroskopische Analyse der 
getrennten Substanzen vom Dünnschicht - Trägermaterial gelingt auch durch Secondary Ion Mass 
Spektrometer (SIMS) oder der Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation – Technik (MALDI) 
(Bush 1995).  
                                            
3 GLP – Gute Laborpraxis 
   13 
 
1.2 Physiologische und biochemische Detektionsverfahren 
 
Neben den zerstörungsfreien physikalischen Detektionsverfahren können auf dem gleichen Chro-
matogramm noch physiologische und biochemische Detektionsverfahren eingesetzt werden. Diese 
Verfahren selektieren aus einem vorliegenden Komponentengemisch die Stoffe mit einer physiolo-
gischen bzw. toxikologischen Wirkung. Diese Nachweisverfahren können indirekt nach manuellem 
Transfer in ein Biotestverfahren oder auch direkt auf der Dünnschichtplatte durchgeführt werden. 
Indirekte biologisch physiologische Detektionsverfahren finden insbesondere Anwendung für den 
Nachweis von pflanzlichen und tierischen Wuchsstoffen in sensiblen biologischen Testsystemen, 
wie z.B. in vitro in tierischen Zellkulturen oder in vivo in Pflanzenteilen (Kaldewey und Ginkel 
1964, Jork 1986). 
 
Bedingt durch den hohen Arbeitsaufwand und dem großen Zeitbedarf der indirekten physiologi-
schen Detektionsverfahren wurden seit Anfang der sechziger Jahre biologische und biochemische 
Testverfahren entwickelt, die Aussagen über bioaktive Komponenten direkt auf dem Chroma-
togramm erlauben (in situ). Bei diesen direkten Detektionsverfahren können organismische und 
suborganismische Testverfahren unterschieden werden. 
 
1.2.1 Organismische Testverfahren in situ 
 
Unter dem ´ Begriff „Bioautographie“ veröffentlichte Stahl 1967 eine genaue Arbeitsanweisung für 
den direkten Nachweis von Antibiotika auf dem Dünnschichtchromatogramm mit Hilfe geeigneter 
Bakterienstämme (Stahl 1967). Bei diesen bioautographischen Nachweisverfahren wurde die „a-
gar-overlay - Technik“ eingesetzt (siehe Abb. 3). 
 
Abb. 3: Anleitung für die Herstellung eines Bioautogramms auf der Dünnschichtplatte mit der „agar - overlay – 
Technik, 1 Aluminium-Deckel; 2 Agar – Schicht; 3 stationäre Phase; 4 Glassplatte; 5 Stahlrahmen; 6 Einrah-
mung aus Aluminium (Wallhäuser 1969) 
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In der Regel erfolgten zu dieser Zeit die bioautographischen Nachweise biologisch aktiver Kom-
ponenten direkt auf dem Chromatogramm auf Kieselgel 60 Platten als stationäre Phase. Faupel et 
al. (1980) übertrugen eine Trennung von Cephalosporinen von der Säulenchromatographie (RP-
HPLC)4 auf ein planares Trennverfahren (RP-DC)  mit dem Ziel, postchromatographisch in situ die 
antibiotische Wirkung dieser Substanzen mit einem geeigneten Bakterienstamm nachzuweisen. 
 
Bei dem Nachweis von Fungiziden stand Peterson (1969) lediglich das von Stahl beschriebene 
„bioautographische“ Verfahren zur Verfügung, indem er eine Suspension von Pilzsporen auf das 
Chromatogramm sprühte. Neben dem visuellen qualitativen Nachweis des Fungizids Benomyl, 
einem in der Landwirtschaft häufig eingesetztem Fungizids, und des Zerfallproduktes Carbendazim 
gelang Perterson auch die quantitative Bestimmung dieses Fungizids. Der Durchmesser eines 
Hemmhofes im Verhältnis zum Logarithmus der applizierten Menge an Benomyl zwischen 30 - 
400 ng/Fleck führte zu einem linearen Zusammenhang. Die Nachweisgrenze lag bei dieser Ver-
suchsanordnung bei 50 ng/Fleck (Peterson und Edington 1969).  
 
Saponine sind bekannt für ihre hämolytischen Eigenschaften und können mit Hilfe einer Erythro-
zyten - Suspension mit einer „Gelatine - overlay“ Technik nachgewiesen werden (Jork 1986), wo-
bei Citratblut für die Detektion von Triterpensaponinen verwendet wird.  
 
Basierend auf der Technik von Wallhäuser (1969), dem Agar-Overlay Verfahren, übertrugen Bau-
mann und seine Mitarbeiter eine Reihe biologischer Toxizitätsteste auf die Dünnschichtplatte 
(Baumann et al. 2000). Durch die Anwendung der Calciumalginatverfestigung können auf der 
Dünnschichtplatte Organismengele leicht erzeugt werden. Dadurch wird die qualitative Bestim-
mung von bakterien-, pilz-, algen-, pollen- und gentoxischen Substanzen (umu-Test5 nach DIN 
38415-3) in Abwasserproben möglich (Baumann et al. 2001). 
 
                                            
4 RP- engl. reversed phase 
5 Der umu-Test ist ein bakterielles Testverfahren, mit dem die gentoxische Wirkung von chemischen Substanzen 
und komplexen Stoffgemischen erfasst werden kann. 
 
   15 
 
1.2.2 Suborganismische Testverfahren in situ 
 
Klassische biologische Methoden basieren auf der Wechselwirkung der untersuchten Organismen 
mit einem Agonisten (organismische Testverfahren). Die Molekularbiologie beschäftigt sich in der 
heutigen Zeit damit, biologische Wirkungen auf molekularer und biochemischer Ebene zu erfassen. 
Im Einzelfall können dabei in einem biochemischen Testverfahren z.B. enzyminduzierende bzw. 
enzymhemmende, entgiftende, neurotoxische, zytotoxische, immuntoxische oder aber auch gento-
xische Effekte ermittelt werden. Diese Verfahren, in denen Enzyme und subzelluläre Organellen 
eingesetzt werden, werden als suborganismische Testverfahren bezeichnet (Obst 1999).  
 
1.2.2.1 Photosynthesehemmung mit einer Chloroplastensuspension 
 
1978 beschrieben Sackmauerová und Kováč eine dünnschichtchromatographische Bestimmung 
von Triazinen und Harnstoff-Herbiziden durch eine Hemmung des Photosynthese II Systems (der 
Hill-Reaktion) bei einer Chloroplastensuspension direkt auf dem Chromatogramm (Sackmauerová 
und Kováč 1978). Da dieses Verfahren mit sehr viel Zeitaufwand verbunden war und sich somit 
für die Routine nur begrenzt einsatzfähig erwies, modifizierte Hermanns 1995 dieses Verfahren in 
Zusammenarbeit mit der Firma Bayer AG, Dormagen. Durch den Einsatz einer Thylakoidsuspen-
sion aus Spinatsaft wurde das Verfahren dahingehend optimiert und standardisiert, dass es für den 
routinemäßigen Laborbetrieb anwendbar gemacht wurde und eine Quantifizierung der Hemmstoffe 








Abb. 4: Detektion von Atrazin ( 0,1 – 0,02 ng/3 mm Band), Stationäre Phase HPTLC KG 60 F254 (10x20), Test-
system: Hemmung der Photosynthese (Bild Weins nach Methode von Herrmanns 1995) 
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1.2.2.2  Detektion von Antigenen mit Antikörpern in situ 
 
1981 beschrieben Magnani et al. in Science eine Methode, Glykolipidantigene auf der Dünn-
schichtplatte mit monoklonalen Antikörpern selektiv zu detektieren (Magnani et al. 1981). Diese 
Verfahren „TLC – Immunostaining“ werden erfolgreich weltweit bei dem Nachweis von zucker-
haltigen Antigenen eingesetzt. Bei dieser Methode bedarf es postchromatographisch zunächst einer 
„Inaktivierung“ der Kieselgeloberfläche mit einem Polyisobutylmethacrylat, um unspezifische 
Bindungen der Antikörper an den Silanolgruppen auszuschließen. 
 
1.2.2.3 Enzymteste auf der Dünnschichtplatte 
 
Die am längsten erprobten suborganismischen Testverfahren auf der Dünnschichtplatte sind enzy-
matische Nachweismethoden. Unterschieden werden vom Grundsatz her zwei verschiedene Nach-
weisprinzipien, die in situ an eine dünnschichtchromatographische Trennung gekoppelt werden 
können: 
 
• Modellhafte Toxizitätsteste, d.h. die Hemmeigenschaft einer toxikologisch relevanten Sub-
stanz auf ein definiertes Enzymsystem wird sichtbar gemacht und kann quantifiziert wer-
den (Wirkungsspezifität). 
• Durch den Stoffumsatz physiologischer Substanzen mit Hilfe substratspezifischer Enzyme 
werden selektiv Substrate sichtbar gemacht und können quantifiziert werden (Substratspe-
zifität). 
 
Enzymhemmteste auf der Dünnschichtplatte 
Als Haupteinsatzgebiet wurden Enzymteste für die Nachweise von lipophilen Enzymhemmstof-fen 
verwendet. Schon 1962 gelang McKinley der qualitative Nachweis von Organophosphor- Pestizi-
den in Lebensmitteln mit der Papierchromatoraphie, gekoppelt an eine Hemmung der Cholineste-
rase (McKinley und Read 1962). 1965 übertrugen Orloff und Franz die Methode der Enzymhemm-
teste von der Papierchromatographie auf das Dünnschichtchromatogramm zum Nachweis phos-
phorhaltiger Insektizide (Orloff und Franz 1965). 
In einem Forschungsprojekt untersuchte das Institut für Pflanzenschutzmittelforschung der Biolo-
gischen Bundesanstalt für Land und Forstwirtschaft in Berlin von 1969 bis1975 den Zusammen-
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hang zwischen der Wirkung eines Pestizids und seiner Struktur. Hier stand die Frage, welche inhi-
bitorische Wirkung Pestizide auf Enzyme haben, im Mittelpunkt der Forschungsarbeiten. Diese 
Enzymhemmtests wurden ausnahmslos auf der Dünnschichtplatte durchgeführt, um die Bestim-
mung mit einem lipophilen und in Wasser schwer löslichen Pestizid und einem wasserlöslichen 
Enzym überhaupt möglich machen zu können. Neben dem Nachweis von Carbamaten oder Orga-
nophosphor-Insektiziden mit Rinderleberesterase (Geike 1970) wurde die inhibitorische Wirkung 
zahlreicher organischer, metallorganischer und anorganischer Pestizide auf verschiedene Enzym-
systeme untersucht wie z. B. Lactoperoxidase (Geike 1970), Amylase (Geike 1971), α- Amylase 
und β-Amylase (Geike 1973), Trypsin (Geike 1970, Geike 1973), Chymotrypsin (Geike 1972, 
Geike 1973), Pepsin (Geike 1973), alkalische Phosphatase und saure Phosphatase (Geike 1973), δ-
Aminolävulinsäure-Dehydratase (Geike 1974), Peroxidase (Geike 1974, Geike 1975) und Urease 
(Geike 1972).  
 





Inhibitorische Schadstoffe und Schadstoffklassen 
Chymotrypsin, Trypsin, Elastase, 
Cholinesterase, alkalische und saure 
Phosphatase 
insektizide Carbamate, insektizide Organophosphate, 
Organochlorverbindungen und ihre Metabolite (F. 
Geike 1969), Phenylharnstoff-Herbizide nach UV-




Schwermetalle und metallorganische  Fungizide 




Quinone (Mendoza and Schields 1973), aromatische 
Amine (Geike 1970, Geike 1975)) 
Katalase 2,4-Dichlorophenol, Hydroxylamine, Monochlora-
mine, Nitrite (Mendoza and Schields 1973) 
 
Geike wählte für seine Untersuchung Enzymsysteme mit ähnlichen Aminosäuresequenzen um das 
aktive Zentrum – wie Esterasen und Phosphatasen – , um möglicherweise eine Vorhersage auf 
mögliche Schadwirkungen machen zu können, die von den eingesetzten Pflanzenbehandlungsmit-
teln ausgehen könnten. Besonders bei Organochlorverbindungen konnte er zeigen, dass die inhibi-
torische Wirkung der Substanzen auf verschiedene Enzymsysteme nach UV- Bestrahlung durch die 
photochemische Metabolisierung sich stark veränderte. Sowohl eine Abnahme der Toxizität bei 
den ursprünglichen Substanzen als auch eine Zunahme der inhibitorischen Wirkung durch die Ent-
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stehung von aktiven Metaboliten konnten beobachtet werden (Geike 1969, Geike 1970, Geike 
1973). 
1973 erstellte Mendoza eine Zusammenfassung über die Anwendung von Enzyminhibitions-
techniken in Kombination mit der DC. Die Anwendungen umfassen die Bestimmung und Identifi-
zierung von Insektizidwirkstoffen, Rückstandsanalysen in Pflanzen-, Boden- und Wasserproben 
sowie in der forensischen Toxikologie. In dem Bericht sind Nachweisgrenzen von über 100 Phos-
phorsäureester und Carbamate und ihre möglichen Metabolite zusammengetragen (Mendoza und 
Shields 1973). 1981 verglichen Ambrus et al. sechs DC-Methoden zur Detektion von 188 Pesti-
zidwirkstoffen (Armbrus et al. 1981). 
 
Quantitative Bestimmung von Inhibitoren der Acetylcholinesterase 
Bereits 1976 gelang Štefanac die quantitative Bestimmung von Organophosphaten auf der Dünn-
schichtplatte durch die Hemmung der Acetylcholinesterase mit einem Densitometer (Štefanac et al. 
1976). 1991 verwendete Mazurek die zweidimensionale OPLC (Over Pressure Layer Chroma-
tography) in Kombination mit dem Cholinesterasehemmtest, um 5 verschiedene Phosphorsäurees-
ter (Nervengase wie Tabun, Sarin, Soman u.ä) in Gegenwart von 22 Pestiziden zu trennen und 
quantitativ zu bestimmen (Mazurek und Witkiewicz 1991). 
 
Selektiver Nachweis von Substanzen mit Hilfe substratspezifischer Enzyme 
1980 beschrieb Yamaguchi eine enzymkatalysierte Reaktion auf der Dünnschichtplatte zum spezi-
fischen Nachweis von 3α-Hydroxysteroid mit 3α-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (Yamaguchi et 
al. 1980). 
Mit einer substratspezifischen Enzymreaktion gelang es Krüger 1991 bei der dünnschichtchroma-
tographischen Zuckertrennung, bei der sich Glucose und Galaktose auf dem Chromatogramm über-




                                            
6 ß-Galaktose wird in Gegenwart von NAD durch die ß-Galaktose- Dehydrogenase in D-Galactono- ß -Lacton und 
NADH+H+ oxidiert. Phosporylierte D-Glukose (Glukose–6-Phospat) wird in Gegenwart von NADP durch die 
Glucose-6-P-Dhydrogenase in Gluconat-6-Phophat und NADPH+H+ oxidiert. 
 
 




Abb. 5: Enzymselektiver Nachweis von ß-Galaktose und D-Glucose durch die Bildung von NADH+H+ bzw. 
NADPH+H+ (Krüger 1991). 
 
 
Definition von wirkungsbezogener Analytik 
Biochemische bzw. biologische Testverfahren, die an chemisch/physikalische oder chroma-
tographische Verfahren gekoppelt werden, werden in dieser Arbeit als wirkungsbezogene Analytik 
bezeichnet.  
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1.3 Bewertung und Nachweis von Schadstoffmetaboliten mit der Dünn-
 schichtchromatographie 
 
Die sog. „Normalphasenchromatographie“7 ist das meist eingesetzte Chromatographieverfahren in 
der Dünnschichtchromatographie. In der Normalphasenchromatographie werden Substanzgemi-
sche auf polaren hydrophilen Schichten (z.B. Kieselgel) als stationäre Phasen mit unpolaren Löse-
mittel als mobile Phasen aufgrund ihrer Polaritätsunterschiede getrennt. Insbesondere sind mit die-
sem Verfahren unpolarere Substanzen von ihren polareren Metaboliten aufgrund der unterschiedli-
chen Wanderungsgeschwindigkeiten gut voneinander zu trennen. 
Die Normalphasenchromatographie in der Dünnschichtchromatographie hat sich als besonders 
robust erwiesen. Mit diesem Chromatographiemodus, der auf den adsorptiven Wechselwirkungen 
zwischen Substanz, stationärer Phase und mobiler Phase beruht, ist man in der Lage, aufgrund der 
unterschiedlichen Retentionsfaktoren (Rf-Werte), d.h. der Lage im Chromatogramm, eine Aussage 
über die Polarität einer Substanz zu machen. Die Polarität einer Substanz ist ein Maß dafür, wie 
hoch der Löslichkeitskoeffizient in einer biologischen Membran ist und wie schnell eine Substanz 
eine biologische Membran passieren kann. Die Löslichkeit in einer biologischen Membran ist für 
die Toxikologie ein wichtiges Attribut einer Substanz, das wiederum Schlüsse über die Bioverfüg-
barkeit zulässt. 
 
Wirkstoffe sind in der Regel lipophiler als ihre Metaboliten, da der Wirkstoff dadurch leichter im 
Körper resorbiert und verteilt werden kann. Der Abbau der Wirkstoffe kann durch biologische en-
zymatisch gesteuerte Entgiftungsreaktionen des Organismus (Biotransformation) erfolgen, aber 
auch bereits in der Umwelt durch Mikroorganismen (biotischer Abbau) oder abiotisch z. B. durch 
das Sonnenlicht. Die dabei gebildeten Abbauprodukte der Wirkstoffe sind z.B. durch Esterspaltun-
gen, Oxidationsreaktionen hydrophiler bzw. polarer als ihre Ausgangsprodukte.  
Bei der Bewertung eines Schadstoffes muss berücksichtigt werden, dass die Wirkung eines Stoffes 
abhängig ist von der Konzentration des freien, unveränderten (genuinen) Wirkstoffes (mit oder 
                                            
7 Der Begriff Normalphasenchromatographie oder Adsorptionschromatographie ist  ein historisch entstandener Begriff. 
Er beschreibt ein chromatographisches Verfahren, bei der die stationäre Phase polar und die Fließmittel unpolar sind. 
Er dient zur Unterscheidung der Umkehrphasenchromatographie oder Verteilungschromatographie (reversed phase), 
bei der die stationäre Phase in der Regel unpolar und die mobile Phase polar ist. 
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ohne aktiven Metaboliten) am Wirkort eines Organismusses. 
 
1.3.1  Anwendungsgebiete der wirkungsbezogenen Analytik in der Dünnschichtchroma-
 tographie  
 
Die wirkungsbezogene Analytik in der Dünnschichtchromatographie ist für die unterschiedlichsten 
Anwendungsgebiete ein Werkzeug, um Wirkstoffe selektiv in verschiedenen und komplexen Mat-
rizes ausfindig zu machen. Im Gegensatz zu der Einzelstoffanalytik erlaubt die Dünnschichtchro-
matographie eine Probenvorbereitung, die darauf abzielt, möglichst alle organischen Bestandteile 
einer Probe zu erfassen. Sie ermöglicht sogar die Probenvorbereitung aus Rohextrakten oder nati-
ven Proben während der Chromatographie auf der Platte mit dem Ziel, möglichst alle organischen 
Inhaltsstoffe einer Probe zu erfassen. 
 
Die wirkungsbezogene Analytik ist ein besonderes leistungsfähiges Instrument für die Risikobe-
wertung von Chemikalien und Wirkstoffen sowie von Umwelt- und Lebensmittelproben. 
 
1.3.1.1 Risikobewertung von Chemikalien und Wirkstoffen 
 
Die moderne Gesellschaft hängt - z. B. bei der Herstellung von Lebensmitteln, Arzneimitteln, Tex-
tilien und Kraftfahrzeugen - vollständig von Chemikalien ab. Diese tragen wesentlich zum wirt-
schaftlichen und gesellschaftlichen Wohlstand der Bürger in Bezug auf Handel und Beschäftigung 
bei. Die weltweite Chemieproduktion ist von 1 Million Tonnen im Jahr 1930 auf gegenwärtig 400 
Millionen Tonnen gestiegen. Am EU-Markt sind ungefähr 100.000 unterschiedliche Stoffe regist-
riert; davon werden 10.000 in Mengen von über 10 Tonnen und weitere 20.000 in Mengen zwi-
schen 1 Tonne und 10 Tonnen vertrieben. Der Wert der weltweiten Chemieproduktion im Jahr 
1998 wurde auf € 1.244 Mrd. geschätzt, wovon 31% auf die chemische Industrie der EU entfallen, 
die einen Außenhandelsüberschuss von 41 Mrd. Euro erzielte. 1998 war sie damit die größte Che-
mieindustrie der Welt, gefolgt von der chemischen Industrie der USA mit 28% des Produktions-
wertes und einem Außenhandelsüberschuss von € 12 Mrd. Die chemische Industrie ist außerdem 
der drittgrößte verarbeitende Industriezweig in Europa. Sie beschäftigt unmittelbar 1,7 Millionen 
Menschen, und bis zu 3 Millionen Arbeitsplätze hängen von ihr ab. Neben einigen führenden mul-
tinationalen Unternehmen umfasst sie ungefähr 36.000 kleine und mittlere Unternehmen (KMU). 
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Diese stellen zahlenmäßig 96% der Unternehmen und erzeugen 28% der gesamten Chemieproduk-
tion. Allerdings verursachen bestimmte Chemikalien schwere Gesundheitsschäden, die zu Leiden 
und vorzeitigem Tod führen, und sind zudem für Umweltschäden verantwortlich (Weissbuch der 
EU 2001). 
Nach Aussagen des Wissenschaftlichen Ausschusses für Toxikologie, Ökotoxikologie und Umwelt 
der Kommission (CSTEE) liegen Berichte vor über Zusammenhänge zwischen Stoffen mit endo-
kriner Wirkung und Störungen bei der Fortpflanzung und Entwicklung wildlebender Populationen. 
Der CSTEE kam zu dem Ergebnis, dass hier ein potentielles globales Problem vorliegt. Diese Be-
sorgnis basiert auf der Tatsache, dass in den letzten Jahren große Mengen persistente Chemikalien 
mit potentiellen endokrinen Wirkungen in mehreren marinen Säugetierarten, die sich in den Ozea-
nen aufhalten, festgestellt wurden8. 
Die Chemikalienpolitik der EU muss gemäß dem EU-Vertrag sowohl für die gegenwärtige als auch 
für zukünftige Generationen ein hohes Schutzniveau für menschliche Gesundheit und Umwelt ge-
währleisten und dabei zudem die Funktionsfähigkeit des Binnenmarkts sowie die Wettbewerbsfä-
higkeit der chemischen Industrie sichern. Eine grundlegende Voraussetzung für die Verwirkli-
chung dieser Ziele ist das Vorsorgeprinzip9. 
Das gegenwärtige System für allgemeine Industriechemikalien unterscheidet zwischen den „che-
mischen Altstoffen“, d. h. allen chemischen Stoffen, die im September 1981 erklärtermaßen bereits 
auf dem Markt waren, und „neuen Stoffen“, d. h. den nach diesem Datum in Verkehr gebrachten 
Stoffen. Es gibt ungefähr 2.700 neue Stoffe. Diese müssen gemäß der Richtlinie 67/548 geprüft 
und hinsichtlich ihrer Gefährlichkeit für die menschliche Gesundheit und die Umwelt bewertet 
werden, bevor sie in Mengen über 10 kg in Verkehr gebracht werden. Für größere Mengen ist eine 
gründlichere Prüfung gefordert, die sich speziell auf langfristige und chronische Auswirkungen 
konzentriert. 
Altstoffe sind gegenüber den neuen Stoffen im Verhältnis 15:1 auf dem Markt vertreten. Die bishe-
rige Altstoffbewertung war in den letzten 10 Jahren nicht effizient: von 2600 großvolumigen Stof-
fen (>1000 t/a) sind bisher nur 140 in Prioritätenlisten erfasst, nur 45 Risikobewertungen erarbeitet 
                                            
8 Stellungnahme des CSTEE über die Auswirkungen von Chemikalien mit endokrinen Wirkungen auf den Men-
schen und wildlebende Pflanzen und Tiere (März 1999). 
9 Entschließung des Europäischen Rates von Nizza vom Dezember 2000 über das Vorsorgeprinzip, in der die Mit-
teilung der Kommission über das Vorsorgeprinzip begrüßt wird (KOM (2000) 1, 2.2.2000). 
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und nur 4 Stoffe endgültig geregelt worden. Das bedeutet einen durchschnittlichen Zeitbedarf von 
sechs Jahren für eine Risikobewertung. Von den 45 bearbeiteten Stoffen endeten 35 Stoffe mit der 
Erkenntnis, dass ein Bedarf zur Risikominderung besteht. Weiterhin stehen etwa 30 000 Stoffe mit 
einer Produktionsmenge über 1 t/a zur Bewertung an (Steinhäuser 2001). 
 
1.3.1.2 Risikoanalytik im Umweltbereich 
 
Chemikalien gelangen zum Teil entweder direkt oder auf Umwegen in die Umwelt und können in 
vielfältiger Weise auf Pflanzen, Tiere und nicht zuletzt auf den Menschen einwirken. Wenig er-
forscht ist die Art und Weise, wie sich Chemikalien in der Umwelt ausbreiten, wo sie akkumulie-
ren oder abgebaut werden und wie sie letztendlich auf die verschiedenen Organismen wirken. Mit 
den konventionellen analytischen Verfahren und experimentellen Untersuchungen, die eine umfas-
sende Beurteilung des Risikopotentials einer Chemikalie zuließen, sind diese Untersuchungen zeit-
aufwendig und teuer. Dazu kommt, dass viele Substanzen in der Natur durch die Einwirkung von 
Sonnenlicht oder Mikroorganismen abgebaut werden. Die Wahrscheinlichkeit, für die dadurch 
entstehenden, potentiell gefährlichen Substanzen geeignete Daten zu finden, ist äußerst gering.  
 
1.3.1.3 Risikoanalytik von Lebensmitteln 
Für die Europäische Union soll der höchste Standard der Lebensmittelsicherheit gelten. Dies zu 
gewährleisten, ist eines der vorrangigen politischen Anliegen der Kommission. Die Kommission 
hält die Einrichtung einer unabhängigen Europäischen Lebensmittelbehörde für das geeignete Mit-
tel, ein hohes Maß an Lebensmittelsicherheit zu garantieren.  
Die wirtschaftliche Bedeutung wie auch die Tatsache, dass wir in unserem Alltag praktisch ständig 
mit Lebensmitteln zu tun haben, belegen, dass die Lebensmittelsicherheit sowohl für die Gesell-
schaft insgesamt als auch und vor allem für Behörden und Erzeuger von höchstem Interesse sein 
muss. Ein wirkungsvolles Risikomanagement kann nur erfolgen, wenn die Überwachung die ge-
samte Lebensmittelherstellungskette einschließlich der Futtermittelherstellung abgedeckt. Die Ri-
sikoanalyse ist das Fundament, auf dem die Politik der Lebensmittelsicherheit aufbauen muss. Die 
Gemeinschaft hat bei ihrer Lebensmittelpolitik von den drei Einzelschritten der Risikoanalyse aus-
zugehen: Risikobewertung (wissenschaftliche Beratung und Informations-analyse), Risikomana-
gement (Rechtsetzung und Überwachung) und Risikokommunikation. 
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Nach dem Weissbuch der EU für Lebensmittelsicherheit (2000) ist dabei für eine angemessene 
amtliche Überwachung auf nationaler und europäischer Ebene zu sorgen, deren wichtigster Punkt 
die Rückverfolgbarkeit von Lebensmitteln durch die gesamte Herstellungskette sein muss. Die 
Anforderungen, die an die Lebensmittelkontrollen gestellt werden, sind neben der Erarbeitung ge-
richtsfester Analysenverfahren auch die Gewährleistung eines hohen schnellen und preisgünstigen 
Probendurchsatzes. 
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2  Ziel der Arbeit 
 
2.1 Probleme des derzeitigen Analytikkonzeptes  
 
Der Einsatz biologischer Toxizitätsteste sowie enzymatischer Hemmteste (z.B. der Agardiffusi-
onstest für Antibiotika) als Screening-Verfahren in der Grund-, Trink-, Oberflächen-, Abwasser-
analytik und bei Lebensmitteluntersuchungen bringt den ersten Hinweis für das Vorhandensein 
toxischer Schadstoffe in einer Umwelt- bzw. Lebensmittelprobe. Die Ergebnisse dieses "Biomoni-
torings" zeigen in der Regel die Summeneffekte von Schadwirkungen in einem definierten Testsys-
tem auf, wobei eine Einzelstoffidentifizierung zu diesem Zeitpunkt noch nicht möglich ist. 
Der Beweis für die Anwesenheit eines oder mehrerer Schadstoffe, die für den toxischen Effekt im 
oben eingesetzten Testsystem verantwortlich sind, muss anschließend durch die instrumentelle 
Analytik, wie die Gaschromatographie oder Flüssigkeitschromatographie (HPLC, HPTLC) er-
bracht werden, mit der die Einzelstoffe mittlerweile in geringsten Spuren (im ng- bzw. pg- Be-
reich) identifiziert und quantifiziert werden können.  
Die instrumentelle Analytik bedarf ihrerseits einer selektiven Anreicherung des Wirkstoffes aus 
der entsprechenden Matrix: Nach einer anschließenden selektiven Trennung erfolgt die Identifi-
zierung mit Hilfe ausgewählter Referenzsubstanzen, an die sich die Quantifizierung des Wirkstof-
fes anschließt. Hier ergeben sich Schwierigkeiten bei der Verwendung relevanter Referenzsubstan-
zen. Nur die Substanzen, nach denen der Analytiker sucht, können gefunden werden, so dass bei 
der routinemäßigen Überwachung von Lebensmittel- und Umweltproben eine Erfassung unbekann-
ter Substanzen oder Metabolite mit einer biologisch/toxikologischen Schadwirkung in der Einzel-
stoffanalytik nicht erfolgt.  
 
Von den heute rund 5 Mio. bekannten chemischen Verbindungen sind etwa 80 000 Chemikalien in 
Gebrauch, davon 600 Pestizide. Jährlich kommen etwa 500 - 1000 neue Chemikalien dazu. Durch 
die zivilisatorische Entwicklung sind zudem Materialkreisläufe stark beschleunigt worden (Fent 
1998). Bei einer Schadstoffpalette von über 30 000 relevanten Chemikalien und deren Abbaupro-
dukten ist die Überwachung durch eine Einzelstoffanalytik überfordert. 
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Die Geschichte der Umweltanalytik zeigt, dass die Einzelstoffanalytik prioritärer Schadstoffe das 
Risikopotential nur unzureichend abbildet und daher kein geeignetes Instrument des Risikomana-
gements im Sinne eines vorsorgenden Umweltschutzes darstellt.  
 
Chemikalien gelangen zum Teil entweder direkt oder auf Umwegen in die Umwelt und können in 
vielfältiger Weise auf Pflanzen, Tiere und nicht zuletzt auf den Menschen einwirken. Wenig er-
forscht ist die Art und Weise, wie sich Chemikalien in der Umwelt ausbreiten, wo sie akkumulie-
ren oder abgebaut werden und wie sie letztendlich auf die verschiedenen Organismen wirken. Mit 
den konventionellen analytischen Verfahren und experimentellen Untersuchungen, die eine umfas-
sende Beurteilung des Risikopotentials einer Chemikalie zuließen, sind diese Untersuchungen zeit-
aufwendig und teuer. Dazu kommt, dass viele Substanzen in der Natur durch die Einwirkung von 
Sonnenlicht oder Mikroorganismen abgebaut werden. Die Wahrscheinlichkeit, für die dadurch 
entstehenden, potentiell gefährlichen Substanzen geeignete Daten mit den herkömmlichen Instru-
menten zu finden, ist derzeit äußerst gering. 
 
Zu Beginn der Geschichte der chromatographischen Trennung konnten physiologische und bio-
chemische Detektionsverfahren im Zusammenhang mit der Dünnschichtchromatographie in der 
Regel zur qualitativen Identifizierung physiologisch aktiver Substanzen genutzt werden. Durch die 
Weiterentwicklung physikalischer Detektionsverfahren wie der Massenspektroskopie und deren 
Kopplungen an die leistungsfähigen chromatographischen Verfahren wie die Flüssigkeitschroma-
tographie bzw. Gaschromatographie konnten auch nicht UV-aktive Substanzen im Spurenbereich 
detektiert, identifiziert und quantifiziert werden. So nahm die Anzahl der Veröffentlichungen und 
somit das wissenschaftliche Interesse, die eine Kopplung eines chromatographischen Verfahrens 
mit einer physiologisch biochemischen Detektion beschreiben, signifikant ab. Diese sog. wir-
kungsbezogene Analytik mit der Dünnschichtchromatographie erlebte vor ca. 40 Jahren internatio-
nal eine stürmische Entwicklung und geriet jedoch durch die Weiterentwicklung der instrumentel-
len Analytikverfahren wieder in Vergessenheit.  
 




Ziel dieser Arbeit ist es, die Möglichkeiten und Grenzen der wirkungsbezogenen Analytik in der 
Dünnschichtchromatographie als ein geeignetes Instrument in der Schadstoffanalytik darzustellen. 
 
Dazu sollen im ersten Teil der Arbeit biologische und biochemische Testverfahren auf der Dünn-
schichtplatte auf ihre Robustheit geprüft und validiert werden, mit dem Ziel Nachweisgrenzen aus-
gewählter Schadstoffe und quantitativ exakte Wirkungsäquivalente bestimmen zu können, die ver-
gleichbar sind. 
 
Als zweite Aufgabe sollen biologische Testsysteme auf der Dünnschichtplatte optimiert sowie 
neue molekularbiologische Testverfahren entwickelt werden, um die Gegenwart von Wirkstoffen 
(z.B. Hormone) in Substanzgemischen aufzuzeigen. Anschließend soll die Aussagekraft dieser 
Verfahren durch ihren Einsatz bei der Suche nach Schadstoffen in Umwelt- und Lebensmittelpro-
ben, bei der Reinheitskontrolle und in der der Metabolismusforschung von Chemikalien geprüft 
werden. 
 
Ferner soll aufgezeigt werden, inwieweit die wirkungsbezogene Analytik mit der Hochleistungs-
Dünnschichtchromatographie in ein Konzept für eine Risikobewertung im Verbraucher- und Um-
weltschutz einzugliedern ist.  
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3 Allgemeine Diskussion 
 
3.1 Quantitative Bestimmung von Enzyminhibitoren auf der HPTLC-
 Platte 
 
Auf dem Gebiet der aquatischen Ökotoxikologie sind in den letzten Jahren eine Vielzahl biologi-
scher und biochemischer Analysenverfahren standardisiert bzw. genormt worden. Ziel biochemi-
scher Untersuchungen ist es, lebende Strukturen und Funktionen auf der molekularen Ebene auf-
zuklären bzw. Reaktionen von biologischen Makromolekülen für analytische Zwecke zu nutzen.  
Chemische Inhibitoren können die Enzyme reversibel und irreversibel hemmen. Irreversible Inhi-
bitoren binden an die funktionellen Gruppen des Enzyms und blockieren sie. Da viele Enzyme auf-
grund der spezifischen Bindungen nur von ganz bestimmten Inhibitoren gehemmt werden, können 
auf diese Weise etliche Umweltschadstoffe enzymatisch nachgewiesen werden (Beutler 1993). 
Grundlagen solcher Bestimmungen sind käufliche Enzympräparate, bei denen eine Hemmung 
durch bestimmte Stoffe oder Stoffgruppen hervorgerufen werden kann.  
 
Bekanntestes Beispiel für einen irreversiblen Hemmtest ist der Acetylcholinesterase – Hemmtest, 
der als genormtes Verfahren zur Wasseruntersuchung veröffentlicht ist (Beutler 1993). In dem 
Deutschen Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung  DIN 38 415 Teil 
1, Ausgabe 1995-02, wird ein in vitro Screeningtest als Farbtest zur Bestimmung von cholinestera-
sehemmender Organophosphat- und Carbamat- Pestiziden im Wasser beschrieben.  
Diese Wirkstoffe sind als Schädlingsbekämpfungsmittel weit verbreitet und haben teilweise die 
persistenteren Insektizide vom Typ der chlorierten Kohlenwasserstoffe ersetzt. Phosphorsäureester 
und Carbamate sind im Gegensatz zu den Organochlorverbindungen durch eine in vielen Fällen 
hohe akute Toxizität, eine geringe hydrolytische Stabilität, eine gute biologische Abbaubarkeit 
sowie eine relativ höhere Wasserlöslichkeit und somit eine größere Mobilität gekennzeichnet. 
 
Die Hemmung der Cholinesterase beruht auf einer irreversiblen Phosphorylierung oder Carbamy-
lierung der Serin-OH-Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms (Abb. 6). Die überwiegende Zahl an 
Organophosphor- und Carbamatinsektiziden sind gegenüber der Cholinesterase irreversible 
Hemmstoffe. Die Carbamate werden hier unter dem Aspekt des Reaktionsmechanismus zu den 
irreversiblen Hemmstoffen gerechnet, auch wenn sie wegen einer spontan hydrolytischen Reakti-
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vierung der carbamylierten Cholinesterase relativ zu den Organophosphorsäureestern bisweilen als 







Abb. 6:  Der molekulare Mechanismus der irreversiblen Cholinesterasehemmung (Stark 1984) 
 
Man kann eine Reaktion als irreversibel ansehen, wenn sich während der Messzeit kein Gleichge-
wicht einstellt. Die meisten irreversiblen Inhibitoren hemmen die enzymatische Reaktion vollstän-
dig z. T. durch Ausbildung einer kovalenten Bindung, wenn ihre Konzentration die der reaktions-
fähigen Gruppen im Enzym übersteigt. 
Die irreversible Hemmung wird mathematisch ausgedrückt mit folgenden Gleichungen, wobei ki 
die Bildungskonstante des Enzym-Inhibitor-Konjugates darstellt (Herzsprung 1991). 
 
E + I –ki→EI (Gl.1) 
ki =  ln 2            (Gl.2) 
        t ½·I 
 
Aus Gl. 2 ergibt sich die Bezeichnung für ki = [L x mol-1xmin-1] 
 
Bei der irreversiblen Enzymhemmung besteht eine umgekehrte Proportionalität der Reaktionsge-
schwindigkeit v[IE] zur Inhibitorkonzentration [I]. Aus der Steigung der Gerade ist ki zu ermitteln, 
eine Stoffkonstante, die ein Maß darstellt für die Bindungsstärke zwischen Inhibitor und Enzym. 
Die Größe der Hemmkonstanten ki drückt die Stärke der Hemmwirkung des Inhibitors aus. Einige 
Pestizide und ihre Metaboliten zeigen Unterschiede der Hemmkonstanten gegenüber den Choli-
nesterasen bis zu einem Verhältnis von 1:500. Viele Phosphorsäure-Derivate, insbesondere die 
Thio- und Dithiophosphosäure-Derivate zeigen gegenüber der Cholinesterase nur eine sehr geringe 
Inhibitionswirkung. Sie können aber durch eine Oxidation zu Phosphorsäure-Analogen in ihrer 
inhibitorischen Wirkung bis um den Faktor 1000 gesteigert werden (Herzsprung 1991). 
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3.1.2 Der Cholinesterasehemmtest als Detektionsverfahren in der Dünnschichtchro-
 matographie 
 
In dieser Arbeit werden die Testbedingungen und die Aussagemöglichkeiten von Enzymhemmtes-
ten auf der Dünnschichtplatte exemplarisch mit dem Cholinesterasehemmtest untersucht. Diese 
Untersuchungen stellen die Grundlage dar für allgemeine Bedingungen der Enzymhemmteste, um 
Schadstoffe auch quantitativ mit einem validierten Verfahren auf einer Dünnschichtplatte bestim-
men zu können.  
Der Cholinesterasehemmtest ist ein sensitives und selektives biochemisches Verfahren, um phos-
phororganische Insektizide und insektizide Carbamate qualitativ zu bestimmen. Thio- bzw. Dithi-
ophosphorsäureester können durch die Umsetzung mit dem Oxidationsmittel Br2 in ihre analogen 
toxikologisch wirksameren Phosphonate überführt werden. Auf der Dünnschichtplatte wird die 
Hemmwirkung durch die verminderte enzymatische Hydrolyse von 1-Naphthyl-acetat zu 1-
Naphthol und Essigsäure und anschließender Kupplung des 1-Naphthols zu einem violettblauen 













Abb. 7: Enzymatische Hydrolyse von 1-Naphthylacetat und anschließende Diazotierung durch Cholinesterase 
auf der DC Platte (siehe Abb. 1, Veröff. I) 
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Beim Kontakt des Enzyms mit den Inhibitoren auf der Dünnschichtplatte entstehen weiße Hemm-
zonen auf farbigem Untergrund (Geike 1969). 
Die Platte wird 2 Sekunden in die Enzymlösung getaucht, 30 min bei 30 0C in inkubiert und an-
schließend 2 Sekunden in die Substratlösung getaucht, um die Enzymreaktion zu starten (Weins 
und Jork 1994). 
 
 
 1 2 3 4 M 
 
Abb. 8: Postchromatographische Detektion von 1 Paraoxon-Methyl 0.4 ng/Fleck, 2 Paraoxon-Ethyl   2 ng/Fleck, 
3 Naled 0.4 ng/Fleck, 4 Dichlorvos 2 ng/Fleck, Mischung aus 1-4 mit dem Cholinesterase Inhibitionstest, Statio-
näre Phase HPTLC KG 60 F254 (10X10), mobile Phase THF-n-Hexan: 7:25 v/v, Migrationsstrecke 5 cm, Migra-
tionszeit 15 min, Dokumentation Flachbett-Scanner von Hewlett Packard  
 
Diese Farbreaktion ermöglicht es, verschiedene cholinesterasehemmende Insektizide aus der 
Gruppe der Carbamate und der Organophosphate aufgrund ihrer toxikologischen Wirksamkeit 
nach der chromatographischen Trennung auf der HPTLC-Platte nachzuweisen.  
 
3.1.3 Quantifizierung von biochemisch detektierten Schadstoffen auf dem 
 Chromatogramm 
 
Voraussetzung für die quantitative Auswertung von Chromatogrammen, deren Detektion über eine 
Enzym-Inhibitor-Reaktion erfolgt, ist eine störungsfreie Basislinie, d.h. eine gleichmäßige enzyma-
tische Umsetzung auf der stationären Phase. Abb. 9 zeigt die Registrierung bei λ=533 nm der Bahn 
M von Abb. 8. Die höchste Aktivität entfalten Enzyme auch immobilisiert auf einer Sorbensschicht 
nur unter optimalen Bedingungen. Dazu gehören nicht nur eine Sättigung mit Substrat, sondern 
auch eine optimale Temperatur und ein definierter pH-Bereich. Die optimalen Bedingungen für die 
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in diesem Modell eingesetzte Cholinesterase aus Pferdeserum liegen bei einem pH von 7,8 und bei 
























Abb. 9: Chromatogramm von Organophosphat-Insektiziden. Detektion: Cholinesterase- Hemmtest auf der 
HPTLC Platte, Dokumentation TLC-Scanner 3 (Originalchromatogramm CAMAG, Muttenz, Schweiz) Chro-
matographische Bedingungen: siehe Abb. 4 (Weins 1996) (Original Scannerausdruck, TLC Scanner 3, Camag, 
Muttenz, Schweiz) (siehe Abb. 2, Veröff. I) 
 
 
3.1.3.1 Optimierung enzymatischer Detektionsverfahren auf stationären Phasen 
 
Biologische bzw. biochemische Detektionsverfahren werden in der Dünnschichtchromatographie 
postchromatographisch nach dem vollständigen Entfernen der organischen Lösemittel von der sta-
tionären Phase in situ auf dem Chromatogramm im gepufferten wässrigen Milieu durchgeführt. 
 
pH – Einstellung des Sorbens 
Je nach eingesetztem Sorbens bedarf es für die biologisch/biochemischen Detektionsmethoden eine 
Pufferung des Plattenmaterials das ausgerichtet ist auf das pH-Optimum des jeweiligen Biotestsys-
tems. Für den Cholinesterasehemmtest wurde für die eingesetzten Dünnschichtplatten die optimale 
Pufferstärke bestimmt (siehe Tab. 3, Abb. 10). 
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Gerade für biologische und biochemische Testverfahren auf einer Kieselgelträgerschicht ist der pH 




Abb. 10: Einfluss der Ionenstärke des Puffers auf den pH des Sorbens 
 
                                            
10 0,35g Sorbens, auf der Glasplatte in die entsprechende Pufferlösung 3 sec getaucht und getrocknet, werden in 20 mL 
Aqua dest. suspendiert, im Ultraschallbad 1 min homogenisiert und im Überstand mit einer Glaselektrode der pH ge-
messen. 
11 Aufgrund der schlechten Wasserbenetzbarkeit wurde dem Puffer 0,1% Rinderserumalbumin (BSA) zugesetzt. 
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Einflüsse der verschiedenen Sorbentien als Trägerschicht auf die Enzymaktivität  
Die hydrophilen funktionellen Gruppen der verschiedenen in der Dünnschichtchromatographie 
verwendeten Sorbentien erfüllen zum einen die Funktion einer Trägerschicht für die eingesetzten 
Enzyme, zum anderen bewirken sie bei einem direkten Kontakt mit dem Enzym seine Hemmung 
oder sogar Denaturierung. 
Durch Tauchen der Dünnschichtplatte in eine Enzymlösung adsorbiert eine bestimmte Menge an 
Enzym auf dem Sorbens, dessen Gehalt durch die entsprechende Umsetzung eines Substrates in ein 
farbiges Endprodukt sichtbar gemacht werden kann. Die Adsorption auf Kieselgel erfolgt durch 
elektrostatische Wechselwirkungen (z.B. mit SiO-/NH+-Gruppen) durch den Kontakt Sor-
bens/Protein. Ferner kann die Adsorption der Enzymproteine auf der Schicht durch Wasserstoff-
brückenbindung oder auch hydrophobe Wechselwirkungen zustande kommen (Doerr 1983). Diese 
Wechselwirkungen bedingen aber auch eine teilweise Deaktivierung der adsorbierten Enzymmole-
küle. 
Wird loses Sorbensmaterial in eine definierte Enzymlösung gegeben, so kann man bei der Betrach-
tung der enzymatischen Restaktivität im Überstand feststellen, dass die größte Adsorptionskraft die 
Amino- und die Diol-Phase auf die Enzymproteine ausüben, gefolgt von der Cyano-Phase und dem 





Abb. 11: Adsorptionsverhalten einer definierten Aktivität der Cholinesterase (2,5 U im mL 0.5M Tris-HCl-
Puffer pH 7.6) in Abhängigkeit von der Menge und der chemischen Struktur des Sorbens. Gemessen wurde die 
Restaktivität im Überstand der Suspension durch Spaltung von S-Butyrylthiocholiniodid bei pH 7,8 in vitro 
(Whittaker 1984) 
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Diese Untersuchungen machen deutlich, dass in der wirkungsbezogenen Analytik die Sorbentien 
sehr gut als Trägermaterialien für Enzymtests geeignet sind, die wasserbenetzbar sind. Hydrophobe 
nicht wasserbenetzbare Schichten, wie RP 18 –Material12, sind hingegen nicht als Trägermaterial 
für Enzymhemmtest einsetzbar.  
 
Enzymaktivitätsnachweis adsorbierter Cholinesterase auf verschiedenen Sorbentien 
Bei der Bestimmung der adsorbierten Cholinesteraseaktivität auf der Dünnschichtplatte wird die 
enzymkatalysierte Umsetzung von Naphthylacetat (S) mit Hilfe der Bildung des Produktes (P) von 
Echtblausalz bei λ=533 nm gemessen (Veröff. I). 
 
 
Abb. 12: Absorptionsspektren der Ausgangsprodukte des gebildeten Azofarbstoffes, aufgenommen auf einer 
HPTLC-Platte KG 60 F254 mit einem TLC-Scanner (Scanner CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland). 1-
Naphthol (1), Echtblau B (2), Diazoniumsalz (3), 1-Naphthylacetat (4), 1-Naphthylacetat mit Echtblau B (5), 
(Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland) 
 
 
                                            
12 Nicht wasserbenetzbare Schichten sind jedoch für organismische Testverfahren z.B. bei Verwendung der mit 
Agar Overlay-Technik für die wirkungsbezogene Analytik einsetzbar 
 
36    
 
Es ist möglich, die Bildung des enzymatisch gebildeten Farbstoffes bei λ=533 nm auf der Kiesel-
gelschicht zu verfolgen. Abb. 13 zeigt die Kinetik der Cholinesteraseaktivität in einem Zeitraum 
0.8 - 6 min. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist abhängig von der Menge an aktivem Enzym auf der 
Sorbensschicht. Das Gleichgewicht der Reaktion wurde unter den in Abb. 13 beschriebenen Be-
dingungen nach 8 min erreicht. 
 
 
Abb. 13: Kinetik der Bildung von 1-Naphthol aus Naphthylacetat bei λ=533 nm auf einer HPTLC-Fertigplatte 
KG 60 F254, Enzymaktivität der Tauchlösung 100 U/mL, Proteinkonzentration 0.061 mg/mL, spezifische Aktivi-
tät 1639,34 U/mg Protein (Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland) 
 
Durch die Zugabe von enzymatisch inertem Rinderserumalbumin (BSA) und Senkung der spezifi-
schen Aktivität in der Enzymlösung, wurde die Menge an aktivem Enzym auf dem Sorbens jedoch 
signifikant und somit die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich erhöht. Bei einer spezifischen Aktivi-
tät des Cholinesterase von 2 U/mg (100U/mL Cholinesterase und 0.05 % BSA Konzentration) 
wurde das Reaktionsgleichgewicht auf einer KG60 F HPTLC-Platte bereits nach 2 min erreicht.  
Die definierte Zugabe von Rinderserumalbumin (BSA) in die Tauchlösung des Enzyms schafft für 
die enzymatische Umsetzung auf einem Sorbens standardisierte Bedingungen. Nur eine definierte 
und gleichmäßige enzymatische Umsetzung auf der stationären Phase ergibt eine störungsfreie 
Basislinie, die wiederum eine quantitative Auswertung von Enzyminhibitoren erlaubt (Veröff. I). 
Abb. 14 zeigt den Einfluss des BSA-Anteils in der Tauchlösung auf die Cholinesteraseaktivität bei 
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verschiedenen Sorbentien.  
 
Die höchste Aktivität ist auf der KG60 Phase zu beobachten. Das hohe Denaturierungspotential 
aktivierter Silanolgruppen bei KG60 Platten kann durch die Zugabe von BSA signifikant vermin-
dert werden (KG 60F2 in Abb. 14). Bei RP18 Phasen ist der Einfluss der Restsilanolgruppen im 
Sorbens auf das Enzym vernachlässigbar, die Enzymaktivität kann jedoch durch die Zugabe von 
BSA nicht mehr gesteigert werden. Auf Amino-Phasen ist eine Spontanhydrolyse von 1-
Naphthylacetat zu beobachten. Werden die Silanolgruppen bereits durch eine MeOH-
Konditionierung inaktiviert, fällt die Aktivitätssteigerung durch das zugesetzte Rinderserumalbu-
min nur sehr gering aus (KG 60F1 in Abb. 14). 
 
 
Abb. 14: Einfluss des Proteingehalts im Puffer auf die Enzymaktivität auf verschiedenen stationären Phasen, 
KG 60 F1 (die Silanolgruppen der KG 60 F Platte wurden durch MeOH Konditionierung inaktiviert). KG 60 F2 
(die Silanolgruppen wurden durch Vorbehandlung des Sorbens 30 min bei 110°C aktiviert) 
 
Bei diesen Untersuchungen wird deutlich, dass die Amino-Phase sich nicht als inerte Trägerschicht 
bei dem Cholinesterasetest verhält. Es gilt daher bei jedem Enzymtest auf einer Sorbensschicht die 
Reaktivität des Plattenmaterials zu bestimmen und gegebenenfalls auszuschalten. 
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3.1.3.2  Quantifizierung und Bestimmung der Nachweisgrenze von Cholinesterase-
  Inhibitoren  
 
Bei der Quantifizierung enzymatisch detektierter Inhibitoren besteht zunächst eine lineare Korrela-
tion zwischen dem Hemmsignal und der eingesetzten Inhibitorkonzentration bei konstanter En-
zymkonzentration und konstanter Inkubationszeit.  
Bei höheren Inhibitorkonzentrationen verläuft die Kalibrierkurve nach einer Funktion höherer Ord-
nung. Bei dem in vitro Messverfahren nach DIN 38415 Teil 1 wird bei der Cholinesterase die Um-
satzgeschwindigkeit photometrisch verfolgt (Abb. 15).  
 
 
Abb. 15: Abhängigkeit der Cholinesteraseaktivität von der Inhibitorkonzentration Pentachlorphenol (PCP)  
in vitro (nach DIN 38 415 Teil 1 Ausgabe 1995-02) 
 
 
Auf der Dünnschichtplatte ist die Höhe oder die Fläche des Messsignals des Chromatogramms das 
Maß für die Enzyminhibition (Abb. 16). Sowohl das in vitro Verfahren als die Messung auf der 
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Abb. 16: Abhängigkeit der Cholinesteraseaktivität von der Inhibitorkonzentration Paraoxon-Methyl in situ auf 
HPTLC KG 60 F (Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland) 
 
 
Im linearen Bereich lassen sich nach der chromatographischen Trennung, Cholinesteraseinhi-
bitoren quantitativ bestimmen, sowie die Nachweisgrenze ermitteln (Abb. 17). 
 
 
Abb. 17: Kalibiriergerade von Paraoxon (20-400 pg/5 mm Band) auf einer KG 60 F HPTLC-Platte, Detektion 
mit Cholinesterasehemmtest λ= 533 nm, (Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland)  
 
Die Nachweisgrenze von Paraoxon wurde in Abb. 17 mit dem postchromatographischen Choli-
nesterasehemmtest bei 20 pg/ 5mm Band ermittelt. Bei einer konstanten Enzymkonzentration und 
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einer konstanten Reaktionszeit ist die Höhe (bzw. die Fläche) des Hemmsignals der Konzentration 
des Inhibitors (bei Paraoxon zwischen 20-400 pg/5mm Band) proportional. Bei höheren Inhibitor-
konzentrationen zeigt die Kalibrierkurve einen polynomen Kurvenverlauf 2. Ordnung (Veröff. I). 
 
Bei der Messung des Höhen bzw. Flächensignals bei der Enzyminhibitionsmessung auf der Dünn-
schichtplatte entspricht die Basislinie der Menge an ungehemmtem Enzym E0, wobei in Gegenwart 
von Enzyminhibitoren in den weißen Hemmflecken die Enzymkinetik von EI zu messen ist. Das 







Abb. 18 Postchromatographische enzymatische Detektion von Paraoxon-Methyl (0.4 ng) 
 
 
Die Höhe des Signals ist abhängig von der Reaktionszeit, da in der „steady state“ Phase des unge-
hemmten Enzyms E0 die Gleichgewichtsphase bereits erreicht wurde, EI zu diesem Zeitpunkt sich 
noch nicht im Gleichgewichtszustand befindet und stattdessen, wenn auch mit geringerer Ge-
schwindigkeit, noch Substrat umsetzen kann.  
Somit muss man von einer Veränderung des Resultats der Gleichung E0 - EI in Abhängigkeit von 
der Zeit ausgehen. Dies bedeutet, dass in Gegenwart eines Inhibitors die Höhe des Messsignals 
kleiner wird in Abhängigkeit von der Dauer der Umsatzreaktion. Abb. 19 zeigt das Messsignals 
von Paraoxon, detektiert durch die Cholinesterasehemmung auf der Platte in Abhängigkeit von der 
Zeit. 
-[EO(t) – EI (t)]
EO(t)  
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Abb. 19: Abhängigkeit der Fläche des Paraoxon - Hemmsignals von der Zeit, (0.1 ng/5 mm Band auf einer KG 
60 F HPTLC-Platte, Detektion mit dem Cholinesterasehemmtest, λ= 533 nm, (Original Scannerausdruck CD 60, 
Desaga, Heidelberg, Deutschland)  
 
 
Einflussfaktoren auf die Detektionsgrenzen von Enzyminhibitoren auf der HPTLC-Platte 
Die Detektionsgrenze ist der Messwert ymin, der sich vom Blindwert yb um dessen dreifache Stan-
dardabweichung σB unterscheidet (Frey 1993). 
ymin = yb  + σB (Gl.3) 
Die Höhe des Messsignals bei enzymatischen Detektionen von Schadstoffen auf der Dünnschicht-
platte hängt von folgenden Faktoren ab: 
 
- der Menge an aktivem Enzym in der Tauchlösung 
 Die Lagerungsbedingungen und  die Lagerungszeit einer Tauchlösung haben einen Ein-
 fluss auf die Enzymaktivität der Lösung. 
- der Menge an aktivem Enzym auf dem Sorbens  
 Hier bestimmt die Zusatzmenge an inertem Protein, wie z.B. BSA, die Menge an aktivem 
 Enzym auf dem Sorbens und somit die Umsatzgeschwindigkeit. 
- die Reaktionszeit auf der Platte 
 Da das Messsignal (EO – EI)auf der Dünnschichtplatte auf der Basis von E0 berechnet 
 wird, bestimmt die Reaktionszeit des Enzyms das Messsignal. 
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Aufgrund dieser Einflussfaktoren des Testsystems auf die Detektionsgrenze einer Substanz können 
statistisch nur dann gesicherte Aussagen gemacht werden, wenn die Kalibrierung und Probenbe-
stimmung gemeinsam auf einer Dünnschichtplatte erfolgen. Bei einer HPTLC-Platte mit dem For-
mat 10 x 20 cm stehen z.B. bei einer Bandbreite von 5 mm und einem Bahnabstand von 5 mm 18 
Auftragemöglichkeiten zur Verfügung. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, müssen Enzym-
lösungen mit einem bekannten Gehalt an spezifischer Aktivität verwendet sowie die Inkubations-
zeiten und die Reaktionszeiten genau definiert werden. 
 
Abhängigkeit der Detektionsgrenze von der Hemmkonstante des Inhibitors  
Neben den  Testbedingungen auf der Platte ist die Detektionsgrenze abhängig von der jeweiligen 
Hemmkonstante ki des Wirkstoffes: ki ist die Geschwindigkeitskonstante für die Bildung des Inhi-
bitor – Enzymkomplexes. Sie ist eine Stoffkonstante und hängt von der chemischen Struktur des 
Inhibitors ab. Je größer ki ist, umso schneller bildet sich der Inhibitor– Enzym-komplex, umso 
niedriger liegt die Detektionsgrenze bei der postchromatographischen Detektion auf der Dünn-
schichtplatte und umso selektiver ist das enzymatische Detektionsverfahren. Die Hemmkonstante 
stellt somit bei Schadstoffen ein Maß für die Toxizität gegenüber einem Ziel-Enzym dar. 
 
Ebenso können die in vitro gemessenen Hemmkonstanten eines Inhibitors in Abhängigkeit von 
dem eingesetzten Enzym und seiner biologischen Herkunft große Unterschiede aufweisen. Die 
Hemmwirkung eines Insektizids auf verschiedenen Cholinesterasen kann zum Teil um Größenord-
nungen variieren (Herzsprung 1991). Aus diesem Grund wurde bei allen Untersuchungen Buturyl-
cholinesterase aus Pferdeserum (BChe/H) eingesetzt, um einen Vergleich mit den Literaturdaten 
aus in vitro Untersuchungen möglich zu machen.  
Trotz der unterschiedlichen Versuchsanordnungen können die in vitro ermittelten Hemmkonstan-
ten und die Detektionsgrenzen als ein wichtiger Anhaltspunkt für die toxische Potenz eines Inhibi-
tors angesehen werden. 
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Aus Tabelle 5 wird sichtbar, dass Paraoxon-ethyl stärker hemmt als Paraoxon-methyl und somit 
auch analog in der HPTLC eine geringere Nachweisgrenze aufweist. Pla und Johnson (1989) stell-
ten eine Abhängigkeit der Hemmkonstanten von der Größe des Acylrestes fest.  
 






















Die von Herzsprung (1991) ermittelten Hemmkonstantem ki korrelieren bis auf Butoxycarboxim 
und Oxamyl mit den auf der Dünnschichtplatte bestimmten Detektionsgrenzen von Orga-
nophospor-Insektiziden und insektiziden Carbamaten.  
 
Basierend auf der Arbeit von Geike (1972) wurde die Hemmkonstante von Pentachlorphenol 
(PCP) in vitro nach DIN 38 415 Teil 1 Ausgabe 1995-02 und die Detektionsgrenze postchroma-
tographisch mit dem Cholinesterasehemmtest auf einer HPTLC KG60F–Platte ermittelt. Geike 
untersuchte in seiner Arbeit die inhibitorischen Eigenschaften von PCP gegenüber verschiedenen 
Enzymen, wie Leberesterase, alkalische Phosphatase, saure Phosphatase, α-Amylase und β-
Amylase. Auf einer DC Platte konnte er 1971 eine Detektionsgrenze von 20 µg PCP/ Auftragefleck 
im Leberesterasenhemmtest ermitteln. 
PCP ist eine schwache Säure (pKa = 4.96). Bei pH 7.6, im optimalen pH-Bereich für den Choli-
nesterasehemmtest, ist PCP praktisch vollständig in das Phenolat dissoziiert. PCP entkoppelt die 
oxidative Phosphorylierung. Es bindet bevorzugt an mitochondriale Proteine und kann dadurch 
Enzyme der oxydativen Phosphorylierung beeinträchtigen, so dass die Bildung von ATP und der 
zelluläre Energiefluss gestört werden. Als Folge der zu geringen ATP-Bildung steigt die Stoff-
wechselaktivität an, die wiederum einen erhöhten Sauerstoffbedarf zur Folge hat (Sagunski und 
Perger 1997).  
Die nach Herzsprung (1991) ermittelte Hemmkonstante von PCP ergibt einen Wert von 1,0 x 10  
kann bei einer Hemmkonstante von 10 L / mol-1 x min-1 [L x mol-1 x min-1]. Sie ist damit um das 
3000-fache kleiner als die Hemmkonstante von Butoxycarboxim. PCP kann somit nicht als selekti-
ver Inhibitor der Cholinesterase bezeichnet werden. Die Detektionsgrenze auf einer HPTLC-Platte 
liegt bei 20 ng/5 mm Band und liegt im Vergleich zu den Detektionsgrenzen von Carbamaten und 
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Organophosphorsäuren relativ hoch und korreliert auch mit der in vitro bestimmten Hemmkonstan-
ten. (Tab. 4) 
Ein direkter Vergleich der beiden Methoden kann aufgrund der oben beschriebenen Einflussfakto-
ren des enzymatischen Verfahrens auf der Dünnschichtplatte nicht gezogen werden. Die Hemm-
konstanten und die Detektionsgrenzen auf der Platte geben aber einen ersten Hinweis auf die Toxi-
zitätsstärke eines Inhibitors. 
 
3.1.4 Validierung des Cholinestereasehemmtestes 
 
Um die Qualität der Analysenergebnisse mit den verschiedenen Detektionsverfahren abzusi-
chern, wurden die Nachweis- Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen von Paraoxon als Inhibitor 
des Cholinesterasehemmtestes nach DIN 32 645 ermittelt.  
 
Definition der Nachweisgrenze (NG): 
Die Nachweisgrenze stellt den kleinsten Messwert dar, der mit einer vorgegebenen Sicherheit vom 
Blindwert zu unterscheiden ist. Besitzt eine Probe genau diesen Gehalt des Analyten, so wird in 









Abb. 20: Definition der Nachweisgrenze (DIN 32 645) 
 
Erhält man bei einer Analyse Messwerte im Bereich der Nachweisgrenze, kann mit der vorgegebe-
nen Sicherheit (Signifikanz) von z.B. 99% entsprechend einer Unsicherheit von 1% (α-Fehler) da-
von ausgegangen werden, dass der Analyt vorhanden ist. 
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Definition der Erfassungsgrenze (EG): 
Um den β-Fehler der Nachweisgrenze zu verringern, wurde die Erfassungsgrenze eingeführt. Sie 
stellt den Messwert dar, bei dem der β-Fehler gleich dem α-Fehler ist. Damit entspricht die Erfas-
sungsgrenze dem 2-fachen der Nachweisgrenze.  
 
 
Abb. 21: Definition der Erfassungsgrenze (DIN 32 645) 
 
Unter Zugrundelegung eines α-Fehlers von 1% ist der Analyt auch hier, wie bei der Nachweisgren-
ze, mit einer Sicherheit von 99% nachgewiesen (Abb. 21). 
 
Definition der Bestimmungsgrenze (BG): 
Im Konzentrationsbereich der Bestimmungsgrenze wird die Anwesenheit des Analyten vorausge-
setzt. Über das die Kalibrationsgerade umschließenden Vertrauensband (VB) errechnet sich der 
Bestimmungsfehler ± VB. VB ist in der Arbeitsbereichsmitte am kleinsten und steigt mit zuneh-
mender Entfernung von der Mitte (Abb. 22). 
 
 
Abb. 22: Definition der Bestimmungsgrenze (DIN 32 645) 
 
Es gilt BG = k x VB, näherungsweise auch BG = k x NG. Die Bestimmungsgrenze bezeichnet den 
Konzentrationswert, bei dem der relative Fehler erstmals die vorgegebene Schranke der Ergebnis-
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unsicherheit unterschreitet z.B. k=3 entsprechend 33,3. 
Nach der Festlegung des Arbeitsbereichs erfolgt die Wahl der Kalibrationspunkte, die äquidistant 
über den Arbeitsbereich verteilt liegen sollten. Die Konzentrationen der Kalibratoren werden dann 
gegen die mit der Analysenmethode gemessenen Informationssignale, meist Peakfläche oder Peak-
höhe, aufgetragen. Aus der die Streuung der Kalibrationspunkte um die Ausgleichsgerade ergeben 
sich die analytischen Grenzwerte nach DIN 32645 und der Vertrauensbereich nach DIN 38402. 
Aus den Kalibrierfunktionen werden die Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen von 
Parathion und Paraoxon mit verschiedenen Detektionsverfahren: der UV - Detektion, mit Palladi-
umchlorid bzw. Gibb`s Reagenz und dem Cholinesterasehemmtest berechnet (Tab. 6).  
 
Tab. 6 Vergleich der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen von Parathion und Paraoxon mit 


















NG14:  7.52 ± 1,2 
EG15: 15.19 ± 3.2 
BG16: 24.00 ± 4.7 
NG:  9.23 ± 1.6 
EG: 18.45 ± 2.8 
BG: 28.82 ± 3.2 
NG:  6.04 ± 0.4 
EG: 12.09 ± 0.6 
BG: 19.30 ± 1.8 
 
--- 
NG: 0.20 ± 0.09 
EG: 0.38 ± 0.20 








NG: 6.38 ± 0.4 
EG: 12.76 ± 0.7 
BG: 19.17 ± 1.6 
NG: 0.013± 0.007 
EG: 0.026 ± 0.013 




Es wurden die Werte von drei Platten mit je drei Parallelbestimmungen auf einer Platte unter den 
gleichen chromatographischen Bedingungen und dem Cholinesterasehemmtest als Detektionsver-
fahren für die statistische Auswertung herangezogen. 
Um quantitative Aussagen von Schadstoffwirkungen unbekannter Substanzen machen zu können, 
kann als Maß die Wirkungsstärke einer bekannten Substanz als Vergleich herangezogen werden. 
Für die Cholinesterasehemmung ist Paraoxon als eine Referenzsubstanz für derartige Wirkungs-
äquivalente bekannter Toxine ein gutes Beispiel. 
 
                                            
13 Mit Ox: Parathion wurde durch Bromoxidation in das entsprechende Phosphonat umgesetzt. 
14 NG: Nachweisgrenze,  
15 EG: Erfassungsgrenze 
16 BG: Bestimmungsgrenze 
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Bedingungen für den Cholinesterasehemmtest (Veröff. I): 
Applikation der Proben:  Inhibitoren als Bänder mit 5mm Breite aufgetra-
gen, Chromatographische Methode:  Einfachentwicklung in einer HPTLC-Entwick-
 lungskammer ohne Kammersättigung bei Raum-
 temperatur 
Stationäre Phase:  KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365), vorge-
 waschen durch einmalige Entwicklung der Platte in 
 2-Propanol, getrocknet 30 Minuten bei 110 °C 
Mobile Phase:  THF/n-Hexan 7+25 (v/v) 
Entwicklungszeit: 15 min 
Wanderungsstrecke der mobilen Phase: 5 cm 
Entfernen der organischen Lösemittel: 20 min im Luftstrom bei Raumtemperatur 
Enzymlösung und Umsatzaktivität: 11mg Cholinesterase aus Pferdeserum (50U/mg) 
gelöst in 180 mL 0.05M Tris-HCL Puffer pH 7.8 
mit 0.1 % BSA; Volumenaktivität des Enzyms 2.8 
U/mL  
Tauchzeit der Platte in die Enzymlösung: 2 Sekunden 
Inkubationszeit:  30 Minuten bei 37 °C in einer Kammer mit 90% 
Luftfeuchtigkeit 
Substratlösung 1 Teil Lösung 1 (250 mg 1-Naphthylactat gelöst in 
 100 mL absolutem Ethanol) und 4 Teile Lösung 2 
 (400 mg Echtblausalz gelöst in 160 mL Aqua dest.) 
 werden vor Gebrauch gemischt 
Tauchzeit in die Substratlösung:  2 Sekunden 
Reaktionszeit der Cholinesterase: exakt 3 Minuten, Reaktion wird mit warmen Luft-
 strom gestoppt  
 
3.1.5  Reinheitskontrolle von Standardsubstanzen mit dem Cholinesterasehemmtest  
 
Ein Standard ist ein Präparat einer chemischen Substanz, das als Referenzprobe verwendet werden 
kann, um z.B. die Richtigkeit eines Analysenverfahrens zu beurteilen. Standardproben sind Proben, 
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deren Konzentration der interessierenden Substanz hinreichend genau bekannt ist und die somit als 
„Standards“ verwendet werden. Wichtig ist, dass diese kommerziell erhältlichen Materialien „eine“ 
definierte Matrix (z.B. reines Lösemittel) und „eine“ Konzentration enthalten (z.B. eine Oxidati-
onsstufe eines Elements etc.) (Funk et al. 1985). 
Die High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) stellt ein robustes Verfahren dar für 
die Überprüfung und Reinheitskontrolle von Standardsubstanzen. Besonders bei hohen Untersu-
chungszahlen z.B. bei Prozesskontrollen in der chemischen Industrie oder bei der Reinheitskontrol-
le von Pharmazeutika gilt die HPTLC als eine zuverlässige und schnelle Methode. So gibt ein ver-
teilungschromatographisches Trennsystem mit Reversed Phase (RP)-Material als stationäre Phase 
Auskunft über die unterschiedliche Lipophilie einzelner Komponenten eines Stoffgemisches. Ad-
sorptionschromatographische Trennsysteme, die z.B. aus Kieselgel oder Aluminiumoxid als statio-
närer Phase bestehen, ermöglichen über die Retentionszeit oder die Migrationsstrecke im Chroma-
togramm eine Aussage über Polaritätsunterschiede innerhalb eines Schadstoffgemisches. Der Ein-
satz dieser Chromatographieverfahren ist besonders dann von Vorteil, wenn von Schadstoffen die 





Parathion (O,O-Diethyl-O-4-nitro-phenylthiophosphat) wird vom menschlichen Organismus oral, 
inhalativ und dermal gut resorbiert. Bei der oxidativen Desulfurierung der P=S - Bindung entste-
hen aktive P=0 - Metaboliten.  
 
 
Abb.23: Oxidative Desulfurierung von Parathion zu Paraoxon 
 
Diese Metabolisierung kann mit Hilfe der Biotransformation aber auch abiotisch erfolgen. Das 
entstandene Paraoxon besitzt eine 1000- fach höhere Toxizität gegenüber der Cholinesterase als 
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Parathion. 
Bei der Überprüfung von Parathion als Standardsubstanz wird mit Hilfe der HPTLC im Chroma-
togramm bei einer Messwellenlänge von λ=280 nm ein Substanzpeak nachgewiesen. (Das Adsorp-











Abb. 24 a 
Chromatogramm in mm von 500 ng 
Parathion, KG 60 F (Merck), Mobile 
Phase THF/n-Hexan 7+25 (v/v), Mess-
wellenlänge λ=280 nm, Original Scan-










Abb. 24 b 
Chromatogramm in mm von 500 ng 
Parathion, KG 60 F (Merck), Mobile 
Phase THF/n-Hexan 7+25 (v/v) 
postchromatographischer Cholineste-
rasehemmtest, Messwellenlänge λ=533 
nm, Original Scannerausdruck CD 60, 
Desaga, Heidelberg, Deutschland 
 
Die anschließende Hemmung der Cholinesterase auf dem gleichen Chromatogramm weist Parao-
xon - eine bisher nicht erkannte Verunreinigung des Parathions - als toxikologisch relevanten 
Hauptpeak (bei 17 mm Migrationsstrecke) nach, sowie eine weitere bisher nicht identifizierte 
Komponente, die aufgrund der Migrationsstrecke etwas unpolarer ist als Paraoxon (siehe Abb. 24 
b). Nach der quantitativen Bestimmung des Paraoxons beträgt die Verunreinigung von 500 ng Pa-
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rathion mit Paraoxon 0.350 ng; das entspricht einer Verunreinigung von 0,07 % (Weins und Jork 
1994). 
 
3.1.5.2 Carbamat-Insektizide  
 
Die Carbamate leiten sich von der Carbaminsäure (H2N-COOH) ab. Die Grundstruktur lässt sich 
ebenfalls darstellen als: R2N-(CX)-Y-R'. Dabei handelt es sich bei "R" entweder um einen aliphati-
schen- oder aromatischen Rest. Zudem kann es sich bei "R" auch um ein Wasserstoff-Atom han-
deln. "X" steht entweder für ein Sauerstoffatom oder für ein Schwefelatom. "Y" kann einerseits für 
ein O-Atom gelten, aber auch für ein S-Atom oder ein N-Atom. " R' " steht ebenfalls für einen a-
romatischen oder aliphatischen Rest.  
Das Umweltverhalten der Carbamate ist abhängig vom pH-Wert des Mediums, der Lichteinwir-
kung, der Anwesenheit von Mikroorganismen und dem Mineralstoffgehalt des Bodens. Insektizide 
und herbizide Carbamate werden im Boden innerhalb weniger Tage bis Wochen durch Hydrolyse 
abgebaut. Aldicarb wird im Boden innerhalb von 7 Tagen zu etwa 50% zum Aldicarbsulfoxid oxi-
diert. Der weitere Abbau zum Sulfon erfolgt langsamer (Abb. 25). Neben Aldicarb selbst sind die 
Oxidationsprodukte Aldicarbsulfoxid und Aldicarbsulfon ebenfalls hochwirksame Inhibitoren der 
Cholinesterase (Sagunski und Perger 1997). Aufgrund der Hemmkonstanten zeigt das Aldicarbsul-
foxid eine 10-mal höhere Hemmwirkung als die Ausgangssubstanz Aldicarb. Die Hemmkonstante 
von Aldicarb gegenüber der Cholinesterase (BChe/H) ist ki=1.0x104 [L x mol-1 x min-1] und bei 
Aldicarbsulfoxid beträgt ki=2.5x105  [L x mol-1x min-1] (Herzsprung 1991). 
 
 
Abb. 25: Oxidativer Abbau von Aldicarb zu Aldicarbsulfoxid und Aldicarbsulfon (Sagunski 1997) 
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Instrumentelle Analytik von Carbamaten als Standardsubstanzen 
In der instrumentellen Analytik erweist sich die Bestimmung von Carbamaten als ein aufwendiges 
Verfahren. Carbamate sind thermisch instabil, sie zerfallen bei höheren Temperaturen leicht zu 
einem Isocyanat und dem entsprechenden Phenol. Diese Wirkstoffe können gaschromatographisch 
in der Regel nur nach einer Derivatisierung detektiert werden (Löbering et al. 1978). Methyl-
Carbamate können lediglich mittels Dünnschichtchromatographie, Flüssigchromatographie oder 
gaschromatographisch nach Derivatisierung zu einem stabilen Derivat nachgewiesen werden 
(Dressler 1986). S-haltige aliphatische Carbamate wie z.B. Aldicarb, Butocarboxim oder Butoxy-
carboxim können in der HPTLC nach erfolgter postchromatographischer Derivatisierung quantita-
tiv bestimmt werden. Mit Palladiumchlorid bzw. Gibb's Reagenz werden selektiv nur S-haltige 
Insektizide nachgewiesen (Funk et al. 1989). Bei der Überprüfung von Aldicarb, Butocarboxim 
und Butoxycarboxim (jeweils 2 µg/Auftragefleck) wurden die S-haltigen Carbamate mit dem 
Gibb`s Reagenz detektiert. Die Nachweisgrenze lag bei diesem Verfahren bei 20 ng/Auftragefleck 
(Weins und Jork 1994). 
 
Überprüfung von Methiocarb als Standardsubstanz mit dem Cholinesterasehemmtest  
Methiocarb (3,5-dimehyl-4-methyl-thiophenyl N-methylcarbamat) gehört zu der Gruppe der Me-
thyl-Carbamate und wurde 1965 als Insektizid eingeführt. Methiocarb wird heute hauptsächlich als 
Pflanzenschutzmittel gegen Insekten (Insektizid), Milben (Akarizid) und Schnecken (Molluskizid) 
in zahlreichen Kulturen und Saatgutbehandlungsmittel gegen Vogelfraß verwendet (Hassall 1990). 
Der abiotische Abbau von Methiocarb (1) durch Photooxidation verläuft, analog wie bei Aldicarb, 
von der Ausgangssubstanz über das Methiocarbsulfoxid (2) zu Methiocarbsulfoxid (3) oder zu 
Methiocarbphenolsulfon (4) (siehe Abb. 26a und 26b). 
 
Neben Methiocarb selbst sind die Oxidationsprodukte Methiocarbsulfoxid und Methiocarbsulfon 
ebenfalls hochwirksame Inhibitoren der Cholinesterase. Aufgrund der Hemmkonstanten zeigt das 
Methiocarbsulfoxid eine 3-mal höhere Hemmwirkung als das Methiocarb. Die Hemmkonstante 
von Methiocarb gegenüber der Cholinesterase (BChe/H) ist ki=1.3x104  [L x mol-1x min-1] und bei 
Methiocarbsulfoxid beträgt ki=4.3x104  [L x mol-1x min-1] (Herzsprung 1991).  
 
Nach der Chromatographie von Methiocarb macht der Cholinesterasehemmtest die Gegenwart von 
drei Abbauprodukten sichtbar. Mit Hilfe der wirkungsbezogenen Analytik wird in Abb. 24b der 
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Metabolismus von Methiocarb (1) in das 3-fach wirksamere und polarere Methiocarbsulfoxid (2) 
deutlich. Methiocarbphenolsulfoxid (3) und Methiocarbphenolsulfon (4) liegen als Phenolderivate 








































Abb. 26 a.: Abiotische Abbauwege von Methiocarb (Marrs 1998) 
Abb. 26 b: Postchromatographische Detektion der Abbauprodukte von Methiocarb mit dem Cholinesterase-
inhibitionstest, stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 
µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung nach DIN 38407, Teil 11 mit dem 
AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Dokumentation mit Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® 




Überprüfung von Aldicarb als Standardsubstanz mit dem Cholinesterasehemmtest  
Bei der Überprüfung von 2 µg Aldicarb und 2 µg Aldicarbsulfoxid als Referenzsubstanzen wurden 
nach einer 20 -minütigen Trennzeit auf KG 60 F254 als stationäre Phase und THF/n-Hexan 7+25 
(v/v) als mobile Phase die Substanzen mit jeweils einem Substanzpeak bei einer Messwellenlänge 
von λ=370 nm als Einzelsubstanzen nachgewiesen. Die Detektion erfolgte nach einer postchroma-
tographischen Derivatisierung mit Palladiumchlorid (siehe Abb. 27 a). 
600 400 100 60 20 10 6 2 1 ng/Band 
a b
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Der Cholinesterasehemmtest weist auf einem Chromatogramm mit 1,6 ng Aldicarb als Stan-
dardsubstanz pro Auftragefleck unter den gleichen chromatographischen Bedingungen sowohl 
Aldicarb (1) als auch Aldicarbsulfoxid (2) nach (Abb. 27 b). 
 
 
Abb. 27 a 
Chromatogramm in mm von 2 µg Aldicarb (1) 
und 2 µg Aldicarbsulfoxid (2), KG 60 F254 
(Merck), Mobile Phase THF/n-Hexan 7+25 (v/v), 
Detektion: Pd-Chlorid (Funk 1989), Messwellen-
länge λ=370 nm, (Scannerausdruck CD 60, Desa-
ga, Heidelberg, Deutschland) 
Abb. 27 b 
Chromatogramm in mm von 1.6 ng Aldicarb (1), 
KG 60 F254 (Merck), Mobile Phase THF/n-Hexan 
7+25 (v/v), Detektion: postchromatographischer 
Cholinesterasehemmtest, Messwellenlänge λ=533 
nm, (1) Aldicarb, (2) Aldicarbsulfoxid, (Scanner-
ausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland) 
 
Nach der quantitativen Bestimmung des Aldicarbsulfoxids beträgt die Verunreinigung 0.220 ng. 




3.1.6 Vorteile der wirkungsbezogenen Analytik bei der Chemikalienüberprüfung 
 
In der Dünnschicht-Chromatographie lassen sich die getrennten Komponenten direkt auf dem 
Chromatogramm physikalisch-chemisch detektieren und quantifizieren. Durch Kopplung von bio-
chemischen (enzymatischen Hemmteste) oder biologischen Testverfahren ist es möglich, toxikolo-
gisch wirksame Substanzen in situ nachzuweisen. Die Testverfahren wurden durch Modifikatio-
nen, definierte Versuchsbedingungen und durch den Einsatz instrumenteller Methoden reprodu-
1
2
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zierbarer und standardisierbar. Somit erlaubt die moderne instrumentelle Dünnschichtchroma-
tographie, aufgrund toxikologischer Wirksignale den Schadstoffgehalt von Einzelstoffen auch 
quantitativ zu bestimmen und die Methode zu validieren. Die Nachweisgrenze einzelner Wirkstof-
fe ist abhängig der Hemmkonstanten der jeweiligen Substanz und kann im unteren Pikogrammbe-
reich liegen. Eine Quantifizierung der Wirkung ist sowohl mit biochemischen als auch mit biologi-
schen Testverfahren möglich. Hier gilt der Satz, dass je toxischer eine Substanz auf ein bestimmtes 
Testsystem wirkt, umso niedriger liegt die Nachweisgrenze. Schadstoffwirkungen unbekannter 
Substanzen können in Wirkungsäquivalenten von bekannten Toxinen ausgedrückt werden. Auf-
grund des Retentionsfaktors (hRF-Wert) einer Substanz im Chromatogramm und der Kombination 
mit den enzymatischen Reaktionen lassen sich Aussagen über die Polarität bzw. Lipophilie dieser 
Substanz machen, die wiederum gegebenenfalls toxikokinetische und toxikodynamische Aussagen 
über die detektierten Schadstoffe zulassen. 
 
Während beim Cholinesterasehemmtest in situ auf der Dünnschichtplatte eine exakte Einzelstoff-
analytik mit Wirkstoffäquivalenten möglich ist, gelingt der Nachweis von Insektiziden von enzy-
minhibitorischen Pestiziden nicht in befriedigendem Ausmaß mit der direkten Bestimmung der 
Enzymaktivität aus einer nativen Wasserprobe in vitro.  
 
Das bereits genormte Verfahren DIN 38 415, Teil I zur Bestimmung von cholinesterasehemmen-
den Organophosphat- und Carbamat-Pestiziden weist im Gegensatz zur wirkungsbezogenen Analy-
tik auf dem Dünnschichtchromatogramm Nachteile auf, die dazu führen, dass dieser Test den Weg 
bis heute nicht in die routinemäßige Überprüfung von Wasserproben der meisten Überwachungsla-
boratorien gefunden hat. Das Verfahren, das in vitro durchgeführt wird, ist ein Screeningtest, der 
als Farbtest zur Bestimmung von cholinesterasehemmenden Organophos-phat- und Carbamat- Pes-
tiziden im Wasser beschrieben wird. Die Konzentration der Pestizide in der Wasserprobe wird als 
ein Summenparameter in Paraoxon-Äquivalenten (POÄ) in µg/L angegeben. Bei der Messung der 
Paraoxon-Äquivalente können Störungen auftreten. Sie sind jeweils bei der Angabe der Ergebnisse 
zu berücksichtigen. Querempfindlichkeiten durch Huminstoffe, durch einige ionische Detergenzien 
oder durch Schwermetalle können auftreten, wenn diese in höheren Konzentrationen vorliegen. 
Falsch negative Ergebnisse treten auf, wenn aus der Wasserprobe reduzierbare Substanzen in höhe-
ren Konzentrationen extrahiert werden, die die Oxidationskapazität des Oxidationsmittels (Brom-
succimimid) belasten. Hierdurch werden die Pestizide unvollständig oxidiert. Die Voraussetzung 
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für die Bestimmung einer toxikologischen Summenwirkung besteht in einem Anreicherungsverfah-
ren, das die Wirkstoffe aus dem Eluat (organische Lösungsmittel) im Gegensatz zu klassischen 
analytischen Verfahren wie GC oder HPLC in eine wässrige Phase rücküberführt, um die Umset-
zung mit Enzymen zu ermöglichen.  
Es liegen sehr viele Daten über Unterschiede in der Toxizität von cholinesterasehemmenden Insek-
tiziden vor. Versuche in vitro haben bestätigt, dass Unterschiede in der Hemmwirkung, d.h. in der 
Größe ihrer Hemmkonstanten dafür verantwortlich sind, wobei die Querempfindlichkeiten dieser 
Teste und die chromatographischen Reinheitskriterien verwendeter Standardsubstanzen jedoch 
unberücksichtigt bleiben. 
Der Vorteil der wirkungsbezogenen Analytik auf der Dünnschichtplatte besteht darin, dass diese 
Störungen durch einen direkten enzymatischen Test postchromatographisch auf dem Dünn-
schichtchromatogramm beseitigt werden. 
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3.2 Optimierung zellulären Detektionsverfahren auf der HPTLC-Platte 
 
Gesundheitsgefährdende Chemikalien und ihre Metaboliten üben ihre Wirkung auf der Molekül-
ebene in biologischen Systemen aus. Die Wirkung beginnt auf der subzellulären Ebene einer Zelle 
und kann Schadwirkungen von der Zelle bis hin zum einem ganzen Organismus zur Folge haben. 
Im zellulären Bereich können Wirkungen auftreten von toxikologisch relevanten Stoffen wie z.B. 
Enzymhemmungen verbunden mit Wachstumshemmungen oder Zelltod, Enzyminduktionen oder 
vermehrtes Wachstum mit Tumorbildung (Abb.28).  
 
Als biomolekulare Erkennungsprinzipien sind vor allem molekulare oder subzelluläre bio-logische 
Strukturen geeignet, welche eine Schlüsselrolle in der Funktionsfähigkeit von Organismen ein-
nehmen und deren Beeinträchtigung Konsequenzen für die grundlegenden Lebens-vorgänge wie 












Abb. 28: Prinzip biologischer Indikatoren und Antworten auf biologisch wirksame Stoffe  
  biologisch inerter Stoff, keine Bindung an einen Rezeptor,  
  biologisch wirksamer Stoff durch Bindung an einen Rezeptor 
 
Die eigentliche Bedeutung biologischer Detektionsverfahren in der HPTLC liegt nicht nur darin, 
das Vorhandensein von Einzelstoffen empfindlich zu detektieren, sondern diese Detektionsverfah-
ren sollen aufgrund spezifischer Schadwirkungen auf biologische Systeme ganze Stoffgruppen mit 
toxikologischem Potential aufzeigen. Obwohl die Aussagekraft und damit die toxikologische Rele-
vanz eines Messergebnisses mit steigender Organisationshöhe der Testorganismen zunimmt (im 
Enzymhemmung
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Hinblick auf die toxikolisch relevanten Parameter Resorption, Verteilung, Metabolisierung, Exkre-
tion), geschieht dies in der Regel auf Kosten der Schnelligkeit und der Empfindlichkeit. Aus die-
sem Grund wurden in den letzten zehn Jahren eine Vielzahl neuer in vitro Testverfahren, insbeson-
dere auf zellulärer und molekularer (d.h. subzellulärer) Ebene entwickelt und standardisiert, wie 
z.B. Zytotoxizitätsteste, Leuchtbakterienhemmtest, Photosynthesehemmung, Gentoxizitätsteste, 
Immunoassays etc. (Kanne 1993). 
Bei der Anwendung zellulärer und subzellulärer Testverfahren als Detektionsverfahren in der 
HPTLC - postchromatographisch auf der stationären Phase - muss die Fragestellung nach der Wir-
kungsspezifität ausreichend gut definiert werden, um eine Schadstofferkennung auf dem Chroma-
togramm vornehmen zu können. Folgende Wirkmechanismen wurden als HPTLC-
Detektionsverfahren eingesetzt, um entsprechende Schadstoffe auf dem Chromatogramm zu lokali-
sieren und zu bewerten: 
 
Zelluläre Detektionsverfahren in der HPTLC: 
- Zytotoxizität bei Bazillus subtilis:  
 Hinweis auf die Gegenwart bakterientoxischer Substanzen, Antibiotika bzw. Zytosta-
 tika (Hamburger 1987, Dimenna 1986) 
- Zytotoxizität bei Hefe- oder Penicilliumstämmen  
 Hinweis auf die Gegenwart fungizider Substanzen bzw. Antimykotika (Hostettmann 
 1997) 
- Hemmung der Biolumineszenz von Photobakterium phosphoreum 
 Hinweis auf die Gegenwart umweltrelevanter Schadstoffe (Kaiser und Palabricia 
 1991) 
- Induktion von Enzymen bei transgenen Hefen17 
 Hinweis auf die Gegenwart hormonähnlicher Stoffe 
                                            
17 Durch molekularbiologische Methoden ist es möglich, fremde Gene in Bakterien, Hefezellen oder Säugetierzel-
len einzuschleusen (Transfektion). Dadurch können östrogensensitive Zellen hergestellt werden (Routledge und 
Sumpter 1997) 
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3.2.1 Optimierung der biologischen Detektionsverfahren auf der stationären Phase 
 
Bei den zellulären bzw. subzellulären Detektionsverfahren in der HPTLC wird das Chroma-
togramm vom Fließmittel befreit und nach der physikalischen Auswertung können bioaktive 
Schadstoffe mit Hilfe zellulären und subzellulären Testverfahren postchromatographisch auf dem 
Chromatogramm detektiert werden. 
 
In der Regel wird das Chromatogramm 3 sec. in die wässrige zelluläre Suspensionslösung bzw. 
Enzymlösung getaucht und die überschüssige Lösung wird am Boden der Platte z.B. mit Löschpa-
pier abgezogen. Je nach Testverfahren kann die Platte direkt vermessen werden (z.B. beim Biolu-
mineszenztest) oder wird in einer Umgebung mit einer hohen Luftfeuchte inkubiert, je nach Test-
verfahren von 20 min (z.B. Enzymhemmtest) bis 46 h (z.B. beim Enzyminduktionstest bei transge-
nen Hefen). 
 
Abb.29: Allgemeine Vorgehensweise der toxikologischen Schadstoffbestimmung mit zellulären und subzellulä-
ren HPTLC - Detektionsverfahren 
 
Die daraus resultierende Wirkung kann z.B. bei Wachstumshemmungen bei Penicilliumsporen 
durch Fungizide daraufhin direkt vermessen werden oder die Detektion des toxikologischen Effek-
tes kann durch eine anschließende biochemische Reaktion sichtbar gemacht werden. Durch die 
Zugabe eines entsprechenden Substrats kann z.B. entweder eine Enzyminduktion oder Enzym-
hemmung nachgewiesen werden.  
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3.2.1.1 Detektion bakterientoxischer Substanzen mit Bacillus subtilis 
 
Antibiotika sind Stoffe, die von Mikroben gebildet werden und die andere Mikroben hemmen oder 
abtöten. Dazu gehören u.a. die Penicilline, Aminoglykoside (Streptomycin), Tetracycline, Makro-
lide. Im weiteren Sinn gehören dazu auch synthetische Substanzen wie die Fluorchinolone und 
Sulfonamide (Teuber 2000). 
Sulfonamide und zahlreiche Antibiotika wirken bakteriostatisch und hemmen mit verschiedenem 
Angriffspunkt und in reversibler Form das Bakterienwachstum. Bakterizide Chemotherapeutika 
führen dagegen beim Bakterium zu einer irreversiblen Schädigung. Nur Penicilline, Cephalospori-
ne, Polymyxine und Aminoglykoside sind als bakterizid wirkende Antibiotika zu betrachten. Beta-
lactamantibiotika wirken nur an wachsenden und in Vermehrung begriffenen Mikroorganismen 
bakterizid. Besonders sich rasch vermehrende Bakterien bieten sowohl den bakteriostatisch wir-
kenden Antibiotika (Tetracycline, Chloramphenicol u.a.) als auch den Sulfonamiden und den zell-
wandsynthesehemmenden bakteriziden Substanzen (Betalactamantibiotika) die besten Angriffs-
punkte (Adam und Christ 1990). Dies gilt auch für den Testorganismus Bacillus subtilis, ein gram-
positives, sporenbildendes, aerob oder fakultativ anaerob sich verhaltendes nicht pathogenes Stäb-
chenbakterium (Schlegel 1992). Auf zellulärer bzw. subzellulärer Ebene wirken die meisten bakte-
rientoxischen Substanzen über einen der vier hauptsächlichen Mechanismen (Adam und Christ 
1990): 
• Hemmung der Zellwandsynthese 
• Störung der Permeabilität der Zytoplasmamembran 
• Hemmung der Proteinsynthese 
• Hemmung der Nukleinsäuresynthese 
 
Testverfahren auf der HPTLC-Platte 
Basierend auf den Arbeiten von Hamburger und Cordell (1987) sowie Eymann et al. (2001) wurde 
das Testverfahren auf bakterientoxische Stoffe optimiert mit dem Ziel, die Versuchszeit zu verkür-
zen und die Detektionsgrenze zu senken.  
Um bakterizid wirkende Substanzen in einem Chromatogramm zu bestimmen, werden die HPTLC-
Platten nach der Chromatographie nach dem Eintauchen in eine entsprechende Organismensuspen-
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sion (z.B. Bacillus subtilis18) in einer feuchten Kammer (am Kammerboden mit wassergetränktem 
Haushaltspapier ausgelegt) bei 25 °C inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von ca. 16 h kann die 
Vitalität der Bakterien durch Besprühen des bewachsenen Chromatogramms mit einer Lösung ei-
nes Tetrazoliumsalzes (MTT-Lösung 3 mg/mL) dargestellt werden. Anschließend wird die Platte 
in der Laborluft getrocknet und mit einem Flachbett-Scanner dokumentiert. Bei diesem Vitalitäts-
test wird die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen bestimmt. Die Methode beruht auf der 
enzymatischen Reduktion des löslichen, gelben Tetra-zoliumsalzes MTT (3, (4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) zu einem blauen, unlöslichem Formazan, die nur in leben-
den Zellen abläuft. 
Abb. 30 zeigt die Wirkung drei verschiedener Antibiotika Chloramphenicol, Oxytetracyclin und 
Lasalocid, postchromatographisch auf der HPTLC-Platte auf das Wachstum von Bacillus subtilis.  
 
Abb. 30: Detektion von Antibiotika postchromatographisch auf der HPTLC Platte, stationäre Phase: KG 60 
WRF 254s (MERCK, Art. Nr. 12363) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 100 µm, Mobile Phase: Ethylace-
tat/Methanol/Ammoniak 25% 60/20/2 (v/v/v), a1 - a3: Chloramphenicol, b1- b3: Oxytetracyclin, c1 - c3: Lasalo-
cid, jede Komponente 25 ng, 15 ng, 5 ng pro Fleck, Testorganismus: Bacillus subtilis” 
 
 
In Tabelle 7 sind weitere Bakterienstämme aufgelistet, die es ermöglichen, die große Anzahl an 
Antibiotika wirkungsspezifisch zu erfassen. 
 
 
                                            
18 Bacillus subtilis, ATCC 6633, wurde von der Fa. Merck als Sporensuspension bezogen und in einer entspre-
chenden Vorkultur 2h bei 30 °C für die Dünnschichtchromatographie als Tauchlösung inkubiert (Chrom Biodip 
Antibiotics Merck Darmstadt, BRD). 
 
62    
 
 






Stamm-Nr. der ATCC19 
 
 
  Bacillus subtilis 
  Bacillus cereus var. mycoides 
  Escherichia coli 
  Micrococcus flavus 
  Microsporium gypseum 
  Staphylococcus aureus 
  Staphylococcus epidermis 
 
  ATCC 6633 
  ATCC 11778 
  ATCC 25922 
  ATCC 10240 
  ATCC 14683 
  ATCC 6538 
  ATCC 12228 
 
Eigene Arbeiten konnten zeigen, dass die wirkungsbezogene Detektion von bakterientoxischen 
Substanzen aufgrund der Vereinfachungen und Optimierungen bereits nach einer Inkubations-
dauer der Testorganismen auf der Kieselgelschicht von 16h auswertbar ist. Als Testorganismus in 
der HPTLC hat sich Bacillus subtilis für die Detektion zahlreicher Antibiotika sehr sensitiv erwie-
sen und liegt bei Chloramphenicol bei 5 ng/4 mm Band. Die Detektionsgrenze von Oxytetracyclin 
liegt unter 5ng/4mm Band und bei Lasalocid, einem sehr selektiv wirkenden Antibiotikum, konnte 
eine Detektionsgrenze von 15 ng/ 4mm Band unter den beschriebenen Versuchsbedingungen er-
mittelt werden. 
 
3.2.1.2 Detektion fungizider Substanzen mit Hefe bzw. Penicilliumstämmen 
 
Wirkstoffe zur Behandlung von Pilzinfektionen werden in der Humanmedizin als Antimykotika 
und im Pflanzenschutz als Fungizide bezeichnet. Unter Fungiziden versteht man Substanzen, die 
das Wachstum von Pilzen hemmen (Fungistatika) oder völlig unterbinden (Fungizide). Fungizide 
sind Stoffe zur Vorbeugung gegen und Bekämpfung von Pilzen. Sie werden überwiegend im 
Pflanzenschutz, aber auch bei Farben, Lacken, im Holz- und Papierschutz eingesetzt.  
Fungizide bzw. antimykotische Wirkstoffe können auf der HPTLC-Platte sowohl mit Penicilli-
umsporen als auch mit Hefestämmen qualitativ und quantitativ postchromatographisch nachgewie-
sen werden.  
                                            
19 American Type Culture Collection (ATCC) 12 301 Park Lawn Drive, Rockville Maryland, 20 852 USA 
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Testverfahren auf der HPTLC-Platte 
Basierend auf der Arbeit von Rahalison et al. (1991) wurde das Testverfahren optimiert mit dem 
Ziel, die Versuchszeit zu verkürzen und die Detektionsgrenze zu senken. Das vom Fließmittel be-
freite Chromatogramm wird 3 sec. in die Conidial Suspensionslösung20 getaucht (z.B. Penicillium 
expansum ATCC 7861) und die überschüssige Lösung am Boden der Platte mit Haushaltspapier 
abgezogen. Die HPTLC-Platten werden in einer feuchten Kammer (am Kammerboden mit wasser-
getränktem Haushaltspapier ausgelegt) 1-3 Tage bei 25°C inkubiert.  
Auf Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator, der bei λ= 254 nm angeregt wird, können die durch 
die fungiziden Wirkstoffe hervorgerufenen Hemmhöfe bereits nach 16 h Inkubation mit Hilfe der 
Video- oder Photodokumentation aufgezeichnet werden bei einer Bestrahlung der Platte mit λ= 
254 nm. 
 
Bei dem qualitativen Nachweis eines Wirkstoffes sind sowohl die Migrationsstrecke und das UV-
Spektrum die ersten Indizien für seine Identifizierung. Die Bestimmung der Wirkung auf dem 
Chromatogramm sichert diesen Befund weiterhin ab. Abb. 32 a und 32 b zeigen zwei mit der 
AMD-Technik entwickelte HPTLC Platten mit sieben Standardlösungen von Fungiziden, deren 
Wirksamkeit mit einer Conidial Suspensionslösung von Penicillium ssp. postchromatographisch 
detektiert wurde. Die Sporen, die nach drei Tagen bei 25 °C auf dem Chromatogramm gebildet 






Abb. 31: Abiotischer Abbau von Benomyl in Carbendazim 
 
Das mit der AMD entwickelte Chromatogramm trennt Benomyl (Abb. 32a) von seinem Abbaupro-
dukt Carbendazim (Abb. 32a). Benomyl (methyl 1-(butylcarbamoyl)benzimidazol-2-ylcar-bamate) 
                                            
20 Penicilliumstämme und Hefestämme (z.B. Penicillium expansum ATCC 7861) wurden auf Sabouraud Agar 
kultiviert. Die Sporen von Penicillium Spezies wurden für den Test in einer Glucose-Mineral Salz Lösung suspen-
diert (Hostetttmann 1997), während die Hefestämme in einem Sabouraud Flüssig-Medium (3-4 Stunden Wachstum 
vor dem Test) mit 0,035 % Gelrite® inkubiert wurden. 
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ist ein systemisch wirkendes Fungizid, das durch Blätter und Wurzeln aufgenommen wird. In der 
Standardlösung ist Benomyl nach 6 Tagen völlig in sein polareres Abbauprodukt Carbendazim 
zerfallen. (Abb. 32b). 
 
Benomyl, als fungizides Carbamat, zeigt selbst keine inhibitorische Wirkung gegenüber Choli-
nesterase. Es wird sehr leicht zu Carbendazim und Butylisocyanat abgebaut, wobei das erste völlig 
inaktiv ist gegenüber diesem Enzym, während das letzte einen irreversiblen Cholinesteraseinhibitor 
darstellt, der in seiner Wirkstärke mit den Organophosphaten vergleichbar ist (Krupka 1974). 
 
Neben dem qualitativen Nachweis von Fungiziden gelingt auch die quantitative Bestimmung fun-
gizider Wirkstoffe auf der Dünnschichtplatte unter Verwendung zellulärer Organismen.  
 
 











Abb. 32 a 
 











Abb. 32 b 
Abb. 32: Qualitative Detektion von Fungiziden postchromatographisch auf der HPTLC Platte, stationäre Pha-
se: KG 60 WRF 254s (MERCK, Art. Nr. 12363) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, chromatographische 
Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Test-
organismus Penicillium spec., Detektion nach 72 Stunden dokumentiert mit einem HP-Scanner,  
1-Isoproturon 612 ng, 2-Linuron 648 ng, 3-Diuron 590 ng, 4-Benomyl 550 ng, 5-3,5 Dichlorphenol 600 ng, 6- 
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Seit 2001 wird in der Umweltanalytik den Azol-Derivaten eine besondere Aufmerksamkeit ge-
schenkt. Tebuconazol mit der chemischen Bezeichnung a-tert-Butyl-a(4-Chlorphenylethyl)- 111-
1,2,4-triazol-l-ylethanol gehört zur Gruppe der Triazole. Azol-Derivate werden in der Landwirt-
schaft vor allem zur Bekämpfung von Pilzerkrankungen im Getreide- sowie im Obst- und Weinbau 
eingesetzt und zählen zu einer der wichtigsten Wirkstoffgruppen im Pflanzenschutz. Azole sind 
aber auch bei der Behandlung von systemischen Pilzinfektionen des Menschen von besonderer 
Bedeutung, da diese Wirkstoffe im Vergleich zu anderen Verbindungen gut verträglich und daher 
häufig die einzige therapeutische Alternative darstellen. In Anbetracht dieser Situation haben Me-
diziner der „Deutschsprachigen Mykologischen Gesellschaft“ in jüngster Zeit Bedenken gegen den 
Einsatz von Azol-haltigen Pflanzenschutzmitteln erhoben. Es wurde die Vermutung geäußert, die 
wiederholte flächenmäßige Anwendung dieser Stoffe bewirke eine Selektion resistenter, potenziell 
humanpathogener Pilze in der Umwelt, die dann auf den Menschen übergehen und zu lebensbe-
drohlichen systemischen Infektionen führen könnten, oder durch Azol-Rückstände in der Nahrung 
könne eine Azol-Resistenz bei der Pilzflora von Mensch und Tier induziert werden (BGVV 2001). 
Da Tebuconazol ein sehr gut wirksames Fungizid darstellt, konnte nach der AMD-HPTLC auf dem 
Chromatogramm mit dem Hefestamm Rhodoturula rubra als Testorganismus eine Detektionsgren-
ze bei 1.8 ng/5mm Band, die Erfassungsgrenze bei 3.6ng/5mm Band und die Bestimmungsgrenze 
bei 5.2 ng/5mm Band ermittelt werden (Abb. 33). 
Abb. 33: Bestimmung der Detektionsgrenze von Tebuconazol, postchromatographisch auf der HPTLC Platte, 
stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, chroma-
tographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, 
Schweiz), Testorganismus Hefestamm Rhodoturula rubra, Detektion nach 16 Stunden, dokumentiert mit einer 
Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD), bei 254 nm. 
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Eigene Arbeiten zeigen, dass die wirkungsbezogene Detektion fungizider Substanzen nach einer 
Inkubationsdauer der Testorganismen auf der Kieselgelschicht von 16h auswertbar ist. Als Testor-
ganismen in der HPTLC haben sich neben Penicilliumstämme auch Hefestämme für zahlreiche 
Fungizide bzw. Antimykotika als sehr sensitiv erwiesen (Rahalison et al. 1991).  
 
Die wirkungsbezogene Analytik fungizider Verbindungen kann eingesetzt werden sowohl bei der 
Suche nach pharmakologisch relevanten Antimykotika sowie bei der Rückstandsanalytik von Pes-
tiziden im Umwelt- und Lebensmittelbereich (siehe Kapitel 3.3). 
 
3.2.1.3 Hemmung der Biolumineszenz von Photobakterium phosphoreum 
 
Leuchtbakterien der Gattung Vibrio fischeri sind die Testorganismen der Wahl für die schnelle und 
exakte Erfassung toxischer Einflüsse von Flüssigkeiten und Feststoffen. Seit mehr als zehn Jahren 
werden Leuchtbakterien allgemein zur Messung der Toxizität von Wasserproben eingesetzt, be-
schrieben in der Norm EN ISO 11348 Teil 1 bis Teil 3: "Bestimmung der Hemmwirkung von Was-
serproben auf die Lichtemission von Vibrio fischeri (Leuchtbakterientest)". 
Leuchtbakterien sind in der Lage, Stoffwechselenergie in Licht umzusetzen. Die Lichtemission ist 
dabei direkt an die Vitalität gekoppelt. Werden Leuchtbakterien mit toxischen Stoffen konfrontiert, 
kommt es zu einer Verminderung der Leuchtintensität in Abhängigkeit von der toxischen Potenz 
dieser Stoffe. Der Leuchtbakterientest wird seit 1991 zur Prüfung von Abwasser herangezogen. Er 
ist ebenso für Chemikalienprüfungen anwendbar. 
Genauere biochemische Untersuchungen des Leuchtvorganges zeigen, dass er sehr eng mit der 
Atmung der Bakterien zusammenhängt. Die Leuchtreaktion von Photobakterium phosphoreum 
benötigt Energie in Form von reduziertem Flavin-Mononukleotid FMNH2. Dabei reagiert FMNH2 
mit molekularem Sauerstoff und einem langkettigen Aldehyd zu FMN, Wasser und der korrespon-
dierenden Fettsäure nach der folgenden Reaktionsgleichung (Meighen und Dunlap 1993): 
 
FMNH2 + O2 + RCHO                       FMN + H2O + RCOOH + hν 
Die Reaktion wird katalysiert durch das Enzym Luciferase und ist sehr energieaufwendig. Eine 
Störung der Energieversorgung (Atmung) durch die Einwirkung von Chemikalien wirkt sich des-
halb sehr schnell auf die Leuchtkraft der Bakterien aus. Da sämtliche Stoffwechselvorgänge Ener-
Luciferase 
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gie erfordern, ist die Stärke der Hemmwirkung einer Chemikalie ein direktes Maß für die Beein-
trächtigung des gesamten Stoffwechsels des Bakteriums. 
 
Testverfahren auf der HPTLC-Platte 
1996 gelang es Eberz, Weisemann und Weins erstmalig, den Leuchtbakterienhemmtest als Detek-
tionsverfahren in der Dünnschichtchromatographie einzusetzen.  
Das vom Fließmittel befreite Chromatogramm wurde 3 sec in eine leuchtende Bakteriensuspension 




Abb. 34: Allgemeine Vorgehensweise der toxikologischen Schadstoffbestimmung mit Hilfe der Biolumineszenz-
hemmung auf der HPTLC – Platte (Weisemann et al. 1996, Eberz et al. 1996, Veröff. I) 
 
Bei der Detektion wird sofort anschließend die Biolumineszenz des Photobakteriums Vibrio fische-
ri mit einer gekühlten CC-Kamera direkt auf dem Chromatogramm dokumentiert. Die Belich-
tungszeit hängt von Empfindlichkeit der eingesetzten Kamera ab. Eigene Untersuchungen zeigen, 
dass die Biolumineszenz ca. 20 Minuten auf der HPTLC-Platte stabil bleibt. 
 
Einsatz des Biolumineszenzhemmtestes für die Reinheitskontrolle von Referenzsubstanzen 
Während das in vitro Testverfahren in der Regel die Summeneffekte von Schadwirkungen auf-
weist, ist eine Einzelstoffidentifizierung nicht möglich. Die Detektion mit einer Leuchtbakterien-
suspension auf der HPTLC-Platte ermöglicht sowohl eine Einzelstoffanalyse als auch durch die 
Migrationsstrecke im Chromatogramm eine Charakterisierung unbekannter Schadstoffe. 
                                            
21 Photobakterium vibrio fischeri, Stamm NRRL B-11177 gefriergetrocknet, wurde gemäß DIN 38 412 Teil 32 
rekonstituiert. Die Zellen wurden in einem Vollmedium nach einem Verfahren, dass in DIN 38 412 Teil 34 be-
schrieben wird, kultiviert, 20 h auf einem Schüttelgerät (150 rev. per min) bei 21 °C  
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Pentachlorphenol (PCP) hemmt die Biolumineszenz des Photobakteriums Vibrio fischeri sehr 
stark. Im Bereich von 20–80 ng/5mm Band kann eine lineare Korrelation zur gemessenen Hemm-
wirkung auf der HPTLC Platte aufgezeigt werden. Die Nachweisgrenze von PCP liegt bei diesem 
Verfahren zwischen 10-20 ng/5mm Band (Veröff. I). Unterzieht man PCP einer Chemikalienüber-
prüfung mit einer postchromatographischen Hemmung der Biolumineszenz des Photobakteriums 
Vibrio fischeri können unter diesen Testbedingungen weitere toxische Nebenprodukte bzw. Ab-
bauprodukte in der Standardlösung aufgezeigt werden. In einer Standardlösung von PCP, als Aus-
gangssubstanz (1) können nach der dünnschichtchromatographischen Auftrennung auf Kieselgel 
(Abb. 35) noch 4 weitere toxische polarere Begleitsubstanzen (2, 3, 4, 5) nachgewiesen werden 












Postchromatographische Detektion von 1µg Pentachlorphe-
nol.(A), 1µg 3´5´Dichlorphenol (B) durch Hemmung der Bio-
lumineszenz des Photobakteriums Vibrio fischeri, stationäre 
Phase HPTLC KG 60 F254, mobile Phase n-Hexan/Ethylacetat 
6:4 v/v, Migrationsstrecke 5 cm, Dokumentation: Peltier Coo-
led CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD), Be-
lichtungszeit 600 min (siehe auch Abb. 2.3 in Veröff. II S. 52)  
 
Der Biolumineszenz/HPTLC –Test wurde erfolgreich validiert für Applikationen im Umweltbe-
reich, für Naturstoffe, Lebensmittelproben und für toxikologisch relevante Probleme im industriell-
produktiven Bereich (Eberz et al. 1996).  
 
3.2.1.4 Detektion östrogener Verbindungen mit transgenen Hefen auf der HPTLC-Platte  
 
Seit mehr als zehn Jahren ist bekannt, dass östrogen wirksame Substanzen in der Umwelt gesund-
heitliche Effekte auf Tiere und Menschen besitzen. Beobachtungen der letzten Jahre lassen vermu-
ten, dass verschiedene anthropogene Umweltkontaminanten einen schädigenden Effekt auf das 






  A           A/B         B 
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fürchtung ab, dass die Exposition mit solchen Stoffen auch beim Menschen zu Störungen der hor-
monellen Regulation und zu gesundheitlichen Folgeschäden führen könnte. Für eine Reihe von 
Umweltkontaminanten werden vor allem eine östrogene und eine antiandrogene Wirkung auf den 
Organismus diskutiert. Stoffe mit solchen Wirkungen werden als "endokrine Disruptoren" be-
zeichnet.  
Zu den sog. „Endokrinen Disruptoren“ (engl. endocrine disruptors (Eds), oder endocrine disrupting 
chemicals (EDCs)), auch Umwelt- oder Ökohormone genannt, zählen Substanzen und deren Meta-
boliten, die mit der Produktion, der Freisetzung, dem Transport und dem Abbau körpereigener 
Hormone sowie mit der Wirkung von Hormonen auf deren Rezeptoren konkurrieren. Es handelt 
sich um Umweltchemikalien, die in geringen Konzentrationen bereits in das hormonelle System 
von Menschen und Tieren eingreifen können (Kuch und Ballschmitter 1999). 
Nach dem derzeitigen Kenntnisstand gibt es über 200 Chemikalien, deren hormonelle Wirksamkeit 
bekannt ist. Allerdings wurde die östrogene Wirksamkeit bei vielen Umweltchemikalien eher zu-
fällig durch ihr Vorkommen in der Umwelt oder durch Kontaminationsprobleme im Labor erkannt. 
Daher wird vermutet, dass weit mehr Substanzen endokrin wirksam sein könnten (Stroh 2005). 
 
Messverfahren zur Überprüfung östrogener Wirksamkeit von Substanzen 
Zur Überprüfung der östrogenen Wirksamkeit einer Substanz wurden zahlreiche biologische in 
vivo- und in vitro - Methoden entwickelt (Gülden et al. 1997). 
In vivo-Methoden sind sehr zuverlässig zur Überprüfung der östrogenen Aktivität von Substanzen. 
Bei ihnen werden alle Faktoren, die die östrogene Wirkung der Substanzen beeinflussen können, 
berücksichtigt. Nachteilig ist, dass in vivo-Methoden meist teuer und zeitaufwendig sind (Ander-
sen 1998). Diese Tests geben nur die Summe der Wirkungen auf den Organismus wieder, nähere 
Informationen zu den Mechanismen der östrogenen Aktivität der Substanzen kann man daraus 
nicht erhalten (Shelby  et al. 1996). 
In vitro-Methoden sind dagegen schneller, günstiger und in der Regel mit geringerem Aufwand 
durchzuführen sind als in vivo-Methoden. Einige der in vitro-Methoden werden besonders als 
Screening-Methode eingesetzt (Andersen et al. 1998). Hierbei ist zu beachten, dass Ergebnisse aus 
den vitro-Tests nicht einfach auf in vivo-Bedingungen übertragbar sind, da bei diesen Testverfah-
ren keine korrekten Aussagen über die Bioverfügbarkeit und Wirkung auf den jeweiligen Orga-
nismen gemacht werden können. 
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Der Hefezellentest nach Sumpter wurde 1996 als ein in vitro Test entwickelt zum Nachweis östro-
gen-wirksamer Substanzen. Durch molekularbiologische Methoden wurden fremde Gene in Bakte-
rien, Hefezellen oder Säugetierzellen eingeschleust (Transfektion) und dadurch östrogen-sensitive 
Zellen hergestellt. Der verwendete rekombinante östrogensensitive Hefestamm Saccharomyces 
cerevisiae wurde von der „Genetischen Abteilung“ der Firma Glaxo, England, entwickelt. In die 
Hefezellen ist das Gen für den menschlichen Östrogen-Rezeptor (hER) in das Chromosom einge-
baut. Zusätzlich enthält die Hefezelle ein Expressionsplasmid. Dieses Plasmid besteht aus einer 
Östrogenrezeptor-bindenden DNA-Sequenz („estrogene responsive element“: ERE), dem Repor-
ter-Gen Lac-Z22 und einer Promotorsequenz (Routledge und Sumpter 1996). In der Hefezelle wird 
der menschliche Östrogen-Rezeptor über das im Zellkern vorhandene hER-Gen synthetisiert. Ge-
langt eine östrogen wirksame Substanz in die Zelle, kann sie an den hER binden. Der entstandene 
Komplex bindet dann an das ERE im Plasmid. Durch diese Bindung wird die Transkription des 
Reporter-Gens Lac-Z ausgelöst und es kommt zur Produktion des Enzyms ß-Galaktosidase (Ex-
pression). Dieses wird in das die Zelle umgebende Medium ausgeschieden. Dem Medium wird ein 
chromogenes Substrat zugegeben, welches durch die ß-Galaktosidase metabolisiert wird und zu 
einem farbigen Endprodukt führt. 
 
Testverfahren auf der HPTLC-Platte( (Veröff. IV) 
In einer Kollaboration von Müller, Dausend und Weins gelang es, den Hefezellentest von Routled-
ge und Sumpter als Detektionsverfahren auf der HPTLC-Platte zu übertragen, mit dem Ziel östro-
gen wirksame Verbindungen direkt auf dem Chromatogramm zu detektieren.  
Basierend auf eigenen Arbeiten, die in Kapitel 3.2.1.2: „Detektion fungizider Substanzen mit Hefe 
bzw. Penicilliumstämmen“ beschrieben werden, gelang es, auch einen östrogensensitiven Hefe-
stamm direkt auf der HPTLC-Platte zu kultivieren, wo in Gegenwart von östrogenen Substanzen 
die Bildung des Enzyms ß-Galaktosidase induziert wird. Die Menge an induziertem Enzym ist ab-
hängig von der Menge an östrogenwirksamen Verbindungen, die durch die Spaltung eines farbigen 
Substrats nachgewiesen werden kann. Als Standardsubstanz für östrogene Wirkung wurde das 17ß-
Estradiol eingesetzt.  
 
                                            
22 Das Lac-Z-Gen stammt ursprünglich aus dem Laktose-Operon von Escherichia coli und ist das Strukturgen für 
das Enzym ß-Galaktosidase (Knippers 2001). 
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Das zelluläre Testverfahren zur Detektion von östrogener Wirksamkeit gliedert sich in 3 Verfah-
rensschritte (Abb. 36):  
 
Abb. 36: Detektionsverfahren zur Bestimmung von östrogener Wirksamkeit mit einem östrogensensitiven 
Hefestamm nach Routledge und Sumpter auf der HPTLC-Platte (Prinzip beschrieben in Veröff. IV) 
 
1. Schritt: Immobilisierung der Organismen auf der lösemittelfreien Kiesegelschicht und Schaf-
fung guter Wachstumsbedingungen auf der Schicht; Kontakt der Zellen mit den zu untersuchenden 
Verbindungen (vergleiche Kapitel 3.2.1.2): 
Die von organischen Lösemitteln befreite HPTLC-Platte wird 3 sec in eine 24h alte östrogensensi-
tive Hefekultur getaucht; die überschüssige Lösung am Boden der Platte wird mit Haushaltspapier 
abgezogen; die Platte wird bei 32 °C inkubiert. 
 
2. Schritt: Substratumsetzung zum Nachweis des gebildeten Enzyms (vergleiche Kapitel 3.1.4.1) 
unter Berücksichtigung der optimalen Bedingungen für die entsprechende Enzymaktivität: 
Nach einer Inkubationszeit von ca. 26 h wird zum Nachweis der induzierten ß-Galaktosidase z.B. 
ein fluorogenes Substrat 4-Methylumbelliferyl ß-D-Galaktopyranosid (MUG) auf die Platte ge-
sprüht. Innerhalb von 3h bei 32°C wird dieses Substrat durch die ß-Galaktosidase in Galaktose und 
das fluoreszierende 4-Methylumbelliferon (4MU) gespalten. 
3. Schritt: Optimale Detektionsbedingungen für die instrumentelle Erfassung des gebildeten Sub-
strats: 
Das Emissionsmaximum des 4MU liegt im alkalischen pH-Bereich (pH-Wert > 8) bei λ = 460 nm 
(λex = 360 nm) und damit im sichtbaren Bereich. Das gebildete Substrat kann sowohl visuell als 
auch mit einem Densitometer unter Verwendung einer Quecksilber-Lampe (λex = 366 nm) detek-
tiert werden. Zur Erhöhung des pH-Wertes und somit zur Fluoreszenzverstärkung wird die Platte 5 
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Minuten in einer Doppeltrogkammer mit Ammoniak bedampft (Stahl 1967). 
 
Die Testdauer konnte im Hinblick auf das in vitro-Testverfahren deutlich (um 20 h) verkürzt wer-
den. Durch den Einsatz des fluorogenen Substrats 4-Methylumbellifery ß-D-Galaktopyra-nosid 
(MUG) konnte die Inkubationszeit um die Hälfte reduziert werden und die Detektionsgrenze von 
17ß-Estradiol um den Faktor 20 gesteigert werden als mit dem herkömmlichen Substrat Chlo-
rophenol-Rot-ß-D-Galaktopyranosid (CPRG). 
Die Detektionsgrenze von 17-ß Estradiol liegt unter den oben beschrieben Versuchsbedingungen 
bei 5.5 pg/3mm Band.  
 
 
Abb.37: Photographische Dokumentation der fluoreszierenden Zonen auf Kieselgel unter UV Licht (λex = 366 
nm). Positiv Kontrolle von verschiedenen Konzentrationen 17 ß-Estradiol/Auftragefleck, Testorganismus. Ös-
trogensensitiver Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, Substrat: 4-Methylumbellifery ß-D-Galaktopyranosid 
(MUG) (siehe Veröff. IV Abb. 2, S. 209) 
 
Das Verhältnis zwischen dem Messsignal und dem Logarithmus der aufgetragenen Konzentration 
zwischen 2.75 und 550 pg 17-ß Estradiol /3mm Band ergibt eine typische sigmoide Dosis-
Wirkungskurve. Somit ist dieser Test in der Lage, östrogenwirksame Substanzen sowohl qualitativ 
als auch quantitativ zu bestimmen (siehe auch Abb. 4, Veröff. IV, S. 210). 
Die Migrationsstrecken im Chromatogramm erlauben die weitere Charakterisierung der östrogen-
aktiven Substanzen.  
 
Der Estradiol-Hefestest als Prototyp für einen Gentoxizitätstest auf der HPTLC-Platte 
Das Prinzip des Estradiol-Hefestests bietet die Grundlage, weitere Wirkteste mit transgenen Orga-
nismen auf der Dünnschichtplatte durchzuführen. Basierend auf dem in dieser Arbeit entwickelten 
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Verfahren zur Bestimmung östrogenwirksamer Substanzen in der Dünnschichtchromatographie 
lässt sich theoretisch ein weiteres in vitro Testverfahren, der umu-Test (DIN 38415-3), analog auf 
die Dünnschichtplatte übertragen.  
Mit dem umu-Test werden durch Genotoxine verursachte Schäden (Einzelstrang DNA) über den 
Nachweis der Induktion zelleigener DNA-Reparaturmechanismen angezeigt. Als Testorganismus 
dient das gentechnisch veränderte Bakterium Salmonella typhimurium TA 1535/pSK1002. Der 
Testorganismus reagiert bei der Induktion des Reparatursystems, das mit einem Gen gekoppelt ist, 
das die β-Galaktosidase codiert. Die Einzelstrang-DNA führt in Gegenwart von gentoxischen Sub-
stanzen zur Bildung von β-Galaktosidase, die z.B. durch den Einsatz des fluorogenen Substrats 4-
Methyl-umbelliferyl ß-D-Galaktopyranosid (MUG) nachgewiesen werden kann. 
 
Im Folgenden wird ein zelluläres Testverfahren zur Detektion gentoxischer Wirksamkeit vorge-
schlagen, das sich analog wie der entwickelte Estradiol-Hefestest in drei Verfahrensschritte auf-
gliedern ließe: 
 
1. Schritt: Immobilisierung des Bakterium Salmonella typhimurium TA 1535/pSK1002 auf der 
lösemittelfreien Kiesegelschicht und Schaffung guter Wachstumsbedingungen auf der Schicht mit 
Kontakt der Zellen mit den zu untersuchenden Verbindungen. Inkubation der Zellkultur auf dem 
Chromatogramm zur Induzierung von β-Galaktosidase. 
 
2. Schritt:: Substratumsetzung zum Nachweis des gebildeten Enzyms unter Berücksichtigung der 
optimalen Bedingungen für die entsprechende Enzymaktivität. 
 
3. Schritt: Optimale Detektionsbedingungen für die instrumentelle Erfassung des gebildeten Sub-
strats  
 
Die bisherigen Arbeiten eröffnen somit ein weiteres Anwendungsgebiet, Wirkstoffe zunächst über 
ein chromatographisches Trennverfahren zu isolieren, anschlieβend postchromatographisch mit 
molekularbiologischen Verfahren zu detektieren und sie mit Hilfe von Wirkungsäquivalenten zu 
quantifizieren.  
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3.3 Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik bei Umwelt- und Lebensmit-
 telproben  
 
Der Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik in Verbindung mit der HPTLC-AMD erlaubt ein 
erstes Erfassen unbekannter biologisch aktiver Substanzen in einer Umwelt- bzw. Lebensmittel-
probe. Das Ziel der Probenvorbereitung bei diesen Verfahren ist es, für eine Risikoanalytik nicht 
einzelne Wirkstoffe zu isolieren, sondern die Gesamtheit aller möglichen organischen Toxine einer 
Probe zu erfassen. 
 
3.3.1 Bestimmung bakterientoxischer Wirkung in Gewässerproben  
 
In den letzten zehn Jahren konnte ein deutlicher Anstieg der Anzahl antibiotikaresistenter Bakteri-
en beobachtet werden, die auf bis zu acht Antibiotika gleichzeitig resistent sein können. Antibioti-
karesistente Bakterien treten vor allem in Bereichen vermehrt auf, in denen Antibiotika zum Ein-
satz kommen. Es konnte gezeigt werden, dass antibiotikaresistente Bakterien in großen Mengen in 
die Umwelt eingetragen werden. Zum einen werden sie aus der Intensivtierhaltung über die Gülle 
und Mistausbringung direkt in die Umwelt freigesetzt, zum anderen aus klinischen und häuslichen 
Abwässern in den Kläranlagen gesammelt und von dort über das geklärte Abwasser in die Umwelt 
entlassen. Es werden jedoch nicht nur antibiotikaresistente Bakterien freigesetzt, sondern auch An-
tibiotika selbst. Somit muss die Möglichkeit diskutiert werden, inwieweit Antibiotika nicht nur 
beim Einsatz in den Kliniken oder Tierhaltung an der Selektion antibiotikaresistenter Bakterien 
beteiligt sind, oder ob sie nach dem Eintrag in die Umwelt (insbesondere in den Kläranlagen und 
ihren Ausläufen) eine Zunahme antibiotikaresistenter Bakterien bewirken (Feuerpfeil et al. 1999). 
Man kennt derzeit über 8000 Antibiotika. Weltweit werden 100 000 Tonnen/Jahr produziert, ein 
Markt von 8.5 Milliarden Euro. Rund die Hälfte der weltweiten Antibiotikaproduktion wird derzeit 
an die über 40 Milliarden landwirtschaftlichen Nutztiere und rund 15 Millionen Tonnen Fisch und 
Krustentiere in Aquakultur verfüttert (Teuber 2000). Hiermit kommt der Messung von antibiotisch 
wirksamen Substanzen in Gewässern eine steigende Bedeutung zu.  
 
 
   75 
 
Probenvorbereitung und Chromatographie in der wirkungsbezogenen Analytik 
Für die Untersuchung von Umweltproben auf Schadwirkungen wurden primär Wasserproben aus 
Oberflächengewässern und Abwasserproben aus kommunalen Kläranlagen herangezogen. Die 
Probenvorbereitung erfolgt gemäß DIN 38 407 Teil 11. Die organischen Inhaltsstoffe von 100 mL 
nativer kommunaler Abwasserprobe bzw. 500 mL Oberflächenwasser wurden an einer mit Metha-
nol konditionierten RP18 Kartusche angereichert, mit Methanol extrahiert, unter N2 eingedampft 
und in 200 µL Methanol wieder aufgenommen. Parallel dazu wurden 40 mL Abwasserprobe ge-
friergetrocknet und die Trockenmasse mit Methanol extrahiert (Probenvorbereitung ausführlich 
dargestellt, Veröff. III, S. 59). Die Wiederfindungraten wurden mit Coffein als Modellsubstanz für 
kommunale Abwässer bestimmt und betrug bei der Anreicherung über eine RP18 Kartusche bei 90 
± 3 % und bei der Anreicherung mittels Gefriertrocknung bei 94 ± 3 %. Die Wiederfindungsraten 
bei den Modellsubstanzen Pentachlorphenol (PCP) und Dichlorphenol lagen beim Einsatz von 
RP18 Kartuschen bei 83 ± 4 % und bei Verwendung der Gefriertrocknung 89± 3 %. 
Die Auftrennung der Substanzen in der Normalphasen-Dünnschichtchromatographie erfolgt mit 
einem Universalgradienten aufgrund ihrer Polarität mittels Automated-Multiple-Development 
(AMD)-Technik gemäß DIN 38 407 Teil 11. Der Gradient ist ein 33 Stufengradient basierend auf 
Dichlormethan, der mit Acetonitril als polare Komponente beginnt und mit n-Hexan als unpolare 
Komponente endet. Nach der Chromatographie mit der AMD-Technik nach DIN 38407, Teil 11 
wurden die Chromatogramme zunächst mit Hilfe des Mehrwellenlängenscans (200 nm – 320 nm) 
ausgewertet. Diese Auswertung spiegelt durch signifikante Peaks den chro-matographischen „Fin-
gerprint“ einer Wasserprobe wider (siehe Abb. 38). Die Identifikation einzelner Stoffe erfolgt zu-
nächst aufgrund der Lage im Chromatogramm (Migrationsstrecke) und mit Hilfe einer Spektren-
bibliothek anhand des Remissionsspektrums (Burger 1988).  
 
In Abb. 38 fällt besonders die Gegenwart von Coffein (Migrationsstrecke im Chromatogramm: 
32.9 mm) in dem Zu- und Ablauf einer kommunalen Kläranlage ins Auge. Ohne Zweifel ist Cof-
fein eine charakteristische Substanz für fäkale Abwässer, die einen speziellen Anteil kommunaler 
Abwässer bilden. Aus diesem Grund kann Coffein als chemischer Indikator zum einen für die Kon-
tamination von Gewässern durch anthropogene Fäkalien genutzt werden (Prösch und Puchert 
1998), zum anderen auch als ein Maß für die Reinigungsleistung kommunaler Kläranlagen dienen.  
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Abb. 38: Trennung organischer Verbindungen nach Polarität in einem Zulauf (a) und einem Ablauf (b) 
einer Kläranlage, stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 
200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung nach DIN 38 407 Teil 11mit 
dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Detektion UV (Mehrwellenlängenscan, Scanner 3 von 
Camag (Muttenz, Schweiz) 
 
Detektion bakterientoxischer Wirkstoffe im Zu- und Ablauf einer Kläranlage 
Nach der physikalischen Auswertung des Chromatogramms erfolgt mit Bacillus subtilis (ATCC 
6633) als Testorganismus der postchromatographische Test auf bakterientoxische Wirkstoffe. 
Durch antibiotisch wirksame Hemmstoffe wird das Wachstum der Testkeime auf dem Dünn-
schichtchromatogramm gehemmt und durch Hemmhöfe angezeigt. Die Detektion erfolgt mit einem 
Bakterienvitalitätstest durch Besprühen des Bakterienrasens auf dem Dünnschichtchromatogramm 
a
b
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mit einem MTT-Tetrazoliumsalz23. Die Größe des Hemmhofs wird bestimmt einerseits durch die 
applizierte Menge und andererseits durch die Wirkungsspezifität der Wirkstoffe. 
 
Abb. 39 macht deutlich, dass die methanolischen Extrakte (z.B. A*) der Abwassertrockenmasse 
eine bessere Ausbeute an bakterientoxischen Verbindungen aufweisen als durch eine Festphasen-
extraktion mit RP18 Material (z.B. A). Die extrahierten bakterientoxischen Verbindungen werden 




 A1* A2* A3*  Z1* HO17 BO Z1  A1 
Abb. 39: Bakterientoxische Wirkstoffe im Zulauf (Z) und Ablauf (A) einer Kläranlage, negativ Kontrollen für 
unbelastete Oberflächengewässer HO17 (Hohlosee), BO (Bostalsee), (* sind methanolische Extrakte der Tro-
ckenmasse aus 40 mL nativer Abwasserprobe), stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) For-
mat: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung 
mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Testorganismus Bacillus subtilis (ATCC 6633) 
 
Die Abläufe der Kläranlagen weisen im Vergleich mit den Kläranlagenzuläufen deutlich auf eine 
Reduzierung der antibiotischen Wirksamkeit hin. Dennoch ist bei zwei Proben im Ablauf eine 
mögliche Neusynthese von antibiotisch wirksamen Substanzen mit einer unpolaren Struktur zu 
beobachten (A1* undA2*).  
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Detektion bakterientoxischer Wirkstoffe im Flussprofil der Alb (1-6)  
Insgesamt an sechs Probestellen24 des Flusses Alb bei Karlsruhe wurden je 1 L Wasserprobe auf 
bakterientoxische Verbindungen untersucht. Die Probenvorbereitung und chromatographische Auf-
trennung der Verbindungen erfolgt mit der HPTLC-AMD gemäß DIN 38 407 Teil 11. Auf dem 
Chromatogramm werden durch den Einsatz von Bacillus subtilis als Testorganismus antibiotisch 
wirksame Substanzen deutlich sichtbar. Das Chromatogramm (Abb. 40) lässt erkennen, dass be-
reits die Probe Alb 1 (1) unmittelbar vor der Kläranlage Neurod mit antibiotisch wirksamen Sub-
stanzen belastet ist. Bei der Alb 2 (2) erfolgt ein stärkerer Eintrag von Antibiotika über die Kläran-
lage in das Gewässer. Diese Belastung wird bis zur Alb 5, dem Einlauf der Kläranlage Neureut, 
verdünnt und erfährt eine starke Zunahme dieser Wirkstoffe durch den Kläranlageneintrag Neu-
reut. Abb. 40 macht deutlich, dass die Haupteintragsquellen für Antibiotika in die Oberflächenge-
wässer die Ausläufe der kommunalen Kläranlagen sind. 
 
 1 2 3 4 5 6 K L 1* 2* 3* 4* 5* 
 
Abb. 40: Detektion von antibiotisch wirksamen Substanzen in der Alb, 1-5 = Probestellen Alb 1 bis Alb 5, K 
unbelastete Wasserprobe, L Leerbahn (* sind methanolische Extrakte der Trockenmasse aus 40 mL nativer 
Wasserprobe), stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 
µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag 
(Muttenz, Schweiz), Testorganismus Bacillus subtilis (ATCC 6633) 
 
Durch die Zuordnung von Referenzsubstanzen kann im Bereich der Startpunkte des Chroma-
togramms die Anwesenheit von Tetracyclinen vermutet werden. 
                                            
24 Probestellen der Alb 1- Alb 5 (Juli 1999 – Februar 2000), Alb 1 (Alb unmittelbar vor der Kläranlage 
Neurod), Alb 2 (Ablauf der Kläranlage Neurod), Alb 3 (Alb ca. 4 km nach der Kläranlage Neurod), Alb 
4 (Alb unmittelbar vor der Kläranlage Neureut), Alb 5 (Ablauf der Kläranlage Neureut), Alb 6 (Alb ca. 
5 km nah der Kläranlage Neureut) 
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3.3.2  Nachweis fungizider bzw. antimykotischer Wirkstoffe in Gewässerproben 
 
Neben dem Einsatz von Penicilliumsporen hat sich der Hefestamm - Rhodoturula rubra ATCC 
70403 - als sehr geeigneter Testorganismus gezeigt, der bei guten Wachstumbedingungen auf der 
Dünnschichtplatte nach ca. 24 h eine rote Eigenfärbung entwickelt. Bei Anwesenheit eines fungi-
ziden Wirkstoffes erscheint ein weißer Hemmhof, dessen Größe bestimmt wird durch die applizier-
te Menge und durch die Wirkungsspezifität des Fungizids (siehe Kapitel 3.2.1.2). 
 
An sechs Probestellen des Flusses Alb bei Karlsruhe wurden je 1 L Wasserprobe auf antimykoti-
sche Verbindungen untersucht (siehe Fußnote 24). Die Probenvorbereitung und chromatographi-










 K 1 2 3 4 5 6 L 
Abb. 41: Detektion von antimykotisch wirksamen Substanzen in der Alb, 1-5 = Probestellen Alb 1 bis Alb 5, L 
Leerbahn, stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, 
chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag (Mut-
tenz, Schweiz), Testorganismus Rhodoturula rubra ATCC 70403 
 
Wie bei dem Eintrag von Antibiotika durch die Kläranlagen in das Oberflächengewässer erfolgt 
auch bei der Alb 2 ein stärkerer Eintrag von Fungiziden bzw. Antimykotika über die Kläranlage in 
die Alb. Diese Belastung wird bis zur Alb 5, dem Einlauf der Kläranlage Neureut, verdünnt und 
erfährt eine starke Zunahme dieser Wirkstoffe durch den erneuten Kläranlageneintrag. Inwieweit 
es sich bei einem kommunalen Abwasser um Fungizide oder um antimykotische Pharmaka han-
delt, kann mit dieser Methode nicht entschieden werden. 
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Detektion von fungiziden Wirkstoffen in Oberflächengewässern Saar – Mosel 
Azol-Fungizide zählen zu einer der wichtigsten Wirkstoffgruppen im Pflanzenschutz und werden 
vor allem im Getreide- sowie im Obst- und Weinbau eingesetzt. Azol-Derivate besitzen auch bei 
der Behandlung von systemischen Pilzinfektionen des Menschen eine besondere Bedeutung, da 
diese Wirkstoffe im Vergleich zu anderen Antimykotika (z.B. Amphotericin B) geringere Neben-
wirkungen aufweisen und daher häufig die einzige therapeutische Alternative darstellen. (BGVV 
2001). Da im Hinblick auf den vorbeugenden Gesundheits- und Verbraucherschutz die möglichen 
Auswirkungen der Azol-Anwendung im Pflanzenschutz auf die Resistenzwirkung potentiell hu-
manpathogener Pilze abgeklärt werden soll, besteht innerhalb der „Internationalen Saar-Mosel 
Kommission“ (IKSMS) ein großes Interesse, die mögliche Anwesenheit von Azol-Fungiziden zu-
nächst in den Oberflächengewässern im Raum Luxemburg, Frankreich, Rheinland Pfalz und dem 
Saarland zu erfassen. 
 
Insgesamt an 10 Probestellen25 von Fließgewässern aus Luxemburg, Frankreich, Rheinland Pfalz 
und dem Saarland wurden von Mai 2000 bis September 2000 je 1 L Wasserprobe auf fungizide 
Verbindungen untersucht.  
 
Chromatographische Auftrennung und „Fingerprint“ der Wasserprobe 
Die Probenvorbereitung und chromatographische Auftrennung der Verbindungen erfolgt mit einem 
Universalgradienten gemäß DIN 38 407 Teil 11. (s.o.) 
Aufgrund des geringen Anteils an Biomasse in den einzelnen Wasserproben konnten auf dem 
Chromatogramm mit Hilfe des Mehrwellenlängenscans (200 nm – 320 nm) anhand signifikanter 
Peaks, ( auch „chromatographischen „Fingerprints“ genannt), die Wasserproben aus den einzelnen 
Regionen, wie Frankreich und Luxemburg und Saarland sowie aus Rheinland Pfalz gut voneinan-
der unterschieden werden. Diese Unterschiede waren während des gesamten Untersuchungszeit-
raumes zu beobachten. Abb. 42 zeigt charakteristische Chromatogramme an zwei unterschiedli-
chen Probestellen. 
Nach Überprüfung der gefundenen Substanzen mit den UV Spektren handelsüblicher Fungizide, 
                                            
25 Luxemburg: die Sauer bei Wasserbillig; die Alzette bei Ettelbruck; die Wiltz bei Tutschemillen, Frankreich: die 
Mosel bei Millery; die Saar bei Keskastel, die Mosel bei Chatel Nomexy, La Meurthe bei Azerailles, Rheinland 
Pfalz: die Saar bei Kanzem; die Mosel bei Frankel, bei Palzem und bei Koblenz Saarland: die Saar bei Güdingen 
und bei Fremersdorf, die Nied bei Niedaltdorf 
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wird in Abb. 42b eine unbekannte Substanz bei der Migrationsstrecke 44,5 mm detektiert. Inwie-
weit es sich um ein mögliches Fungizid handelt, kann mit der wirkungsspezifischen Detektion ü-




Abb. 42: Trennung organischer Verbindungen nach Polarität in Wasserproben aus der Saar bei Palzem (a) 
und der Mosel bei Azerailles (b), stationäre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 
cm; Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung nach DIN 
38 407 Teil 11mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Detektion UV (Mehrwellenlängenscan, 
Scanner 3 von Camag (Muttenz, Schweiz) 
 
Die anschließende wirkungsspezifische Detektion erfüllt somit zwei Aufgaben: 
- Nach der physikalischen Auswertung kann eine erste Identifizierung der Wirkstoffe 
verifiziert werden, wie z.B. ob ein mögliches chromatographisch identifiziertes Fungi-
a
b
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zid auch fungizide Wirkung hat, 
- die Gegenwart unbekannter Wirkstoffe (z.B. UV inaktive Substanzen, Stoffe mit Kon-
zentrationen unterhalb der Nachweisgrenze physikalischer Detektionsverfahren) bzw. 
aktiver Metaboliten kann aufgespürt werden. 
 
  1 2 3 4 5 6 7  8 9 10 LW T1 T2 
 
Abb. 43: Detektion von fungiziden Verbindungen in Oberflächengewässern, 1-3 Luxemburg, 4-7 Frankreich, 8-
10 Saarland, LW Leerwert, T1, T2 Standards von Tebuconazol 20 ng, 10 ng, stationäre Phase: KG 60 F 254s 
(MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automati-
sche Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Testorganismus: Penicillium 
expansum (ATCC 7861) (siehe Veröff. III, Abb. 1, S. 61) 
 
Abb. 43 zeigt aufgrund der fungiziden Wirkung die Gegenwart von 2-3 Fungiziden in den Proben 
1-10 auf. Die Migrationsstrecken lassen den Schluss zu, dass es sich bei den detektierten Wirkstof-
fen um polare Verbindungen handelt (siehe auch Veröff. III, S. 61). 
Aufgrund dieses Befundes können bei der Suche nach den entsprechenden Schadstoffen in einer 
Wasserprobe zahlreiche Fungizide wie z.B. Procymidon, Vinclozolin Captafol, Chlozolinat u.a. 
bereits ausgeschlossen werden, da ihre Lage im Chromatogramm nicht den hier detektierten Stof-
fen entspricht. Die sehr zeit- und kostenaufwendige Einzelstoffanalytik auf Fungizide kann mit 
diesem Verfahren weitgehend eingegrenzt werden. 
 
Nach der UV-Detektion anhand der vorliegenden Spektrenbibliothek und nach dem postchroma-
tographischen Biomonitoring (s. Abb. 43) sind in Tabelle 8 die Fungizide aufgelistet, auf die die 
Wasserproben mit weiteren instrumentelle Analytikverfahren (z.B. GC/MS) weiter untersucht 
werden können.  
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Tab. 8: Vorschlagsliste möglicher Fungizide in Oberflächenwasserproben, basierend auf den Er-





















Imazalil,Fenpropidin (Met.), Benalaxyl 













Benalaxyl, Iprodion, Propiconazol, Carbendazim 
Fenpropimorph oder Benalaxyl, Iprodion 
Benalaxyl, Isoprot. o. Metoxuron, Carbendaz., Iprod. 































Aufgrund der Möglichkeit eines Gehaltes an fungiziden Azolen in der Probe 8 von ca. 0.02 µg/L 
Tebuconazoleinheiten wurde die Saar an dieser Probestelle vermehrt überwacht. Eine weitere Kon-
tamination mit diesem Wirkstoff konnte in der Folgezeit nicht gefunden werden. 
Bei Untersuchungen in Rheinland - Pfalz an Oberflächengewässern und Kläranlagen wurde festge-
stellt, dass die meisten Pflanzenschutz-Wirkstoffe in sog. "Peaks“ innerhalb des Jahres auftreten, 
um dann in ihrer Konzentration wieder sehr stark zurückzugehen bzw. unter der jeweiligen Nach-
weisgrenze zu liegen. Dies legt den Schluss nahe, dass immer noch nicht alle Spritzen im Feld ge-
reinigt werden und auf diese Weise hohe Wirkstoffmengen über die Kanalisation in die Kläranla-
gen gelangen. Dort werden sie nicht abgebaut und gelangen in die Gewässer. 
Einige Stoffe können ganzjährig nachgewiesen werden, wie z.B. Isoproturon (= IPU, der Gräser-
wirkstoff), Diuron (z.B. Vorox G, Rapir WG) und Tebuconazol (Getreide- und Weinbau-
Fungizide) (Augustin 2002). 
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3.3.3  Charakterisierung von Biolumineszenz-Inhibitoren in Ultrafiltraten26 von Ge-
 wässerproben  
 
Bei der Ultrafiltration (Abk.: UF) wird die Ausschlussgrenze (engl. cut-off) auf die Molekülmasse 
anstatt auf die Partikelgröße bezogen. Sie liegt im Bereich von ca. 1000 bis 2x106. Dalton. Die UF 
wird im Prozessbereich überwiegend dynamisch durchgeführt, d.h. mit Membranüberströmung. 
Dabei fällt neben dem Filtrat, auch Permeat genannt, zusätzlich noch das Konzentrat an.  
Der Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik mit der HTLC-AMD bietet die Möglichkeit, die Wir-
kung der Schadstoffe nicht nur in fraktionierten Extrakten einer Wasserprobe sondern auch in Ult-
rafiltraten mit einem definierten Bereich ihrer Molmasse zu verfolgen. So können diese Toxine 
einerseits hinsichtlich ihrer Molmasse aber auch hinsichtlich ihrer Polarität näher charakterisiert 
werden. Durch die Chromatographie und UV-Detektion ist zunächst eine erste Charakterisierung 
und Differenzierung der einzelnen Fraktionen möglich. Als Modellproben für dieses Verfahren 
wurden Alb 1, eine verhältnismäßig unbelastete Wasserprobe, und Alb 5, eine durch den Auslauf 
einer kommunalen Kläranlage belastete Wasserprobe, für die Fraktionierung der organischen Be-
standteile hinsichtlich ihrer Molmassen ausgewählt. 
 
Die einzelnen Fraktionen (> 30 kDa bis < 1 kDa): F1>30 kDa, F2 30-30 kDa, F3 3-10 kDa, F4 1-3 
kDa, F5 < 1kDa wurden nach DIN 38 407 Teil 11 mit einem Universalgradienten chroma-
tographiert und mittels eines Mehrwellenlängenscans (200 nm bis 320 nm) ausgewertet. 
 
Der Nachweis von Biolumineszenz-Inhibitoren auf dem Chromatogramm erfolgt mit dem Testor-
ganismus Vibrio fischeri. Der Leuchtbakterien-Hemmtest ist ein Standardtest bei der Untersuchung 
von Abwasser. Die Luminometrie ist eines der nachweisstärksten Messverfahren überhaupt und 
liefert im Fall der Leuchtbakterien eine exakte, quantitative Erfassung toxischer Effekte. In Abbil-
dung 44 werden eindrücklich zahlreiche toxische Substanzen im polaren wie im unpolaren Bereich 
detektiert.  
 
                                            
26 Die Ultrafiltration wurde innerhalb eines gemeinsamen FE- Vorhabens: WISBOB 02WU9859/2 von der Ar-
beitsgruppe von Prof. Frimmel (Karlsruhe) durchgeführt. Die Filtrate der Wasserproben wurden gefriergetrocknet 
und dem LFU für die wirkungsbezogene Analytik zur Verfügung gestellt. 
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 A1 UF1 UF2 UF3 UF4 UF5 UF5*  L A5* A5 UF1  UF2  UF3  UF4 UF5 UF5* 
Abb. 44: Leuchtbakterientest postchromatographisch von Ultrafiltraten von Alb 1 und Alb 5: A1, A5 Original, UF1-
UF5 Ultrafiltrate, L – Leerwert, * 10-fach konzentriert, stationäre Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; 
Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät 
von Camag (Muttenz, Schweiz), Testorganismus: Vibrio fischeri, Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera Sensi-
Cam® (AVT Horn, Aalen, BRD), Belichtungszeit 800 sec, (Veröff. III, Abb. 3, S. 63) 
 
Alb 5 erweist sich als weitaus belasteter als Alb 1 nicht nur hinsichtlich der Intensität an toxischen 
Stoffen sondern auch in der Anzahl gegenwärtiger Toxine. Polare Toxine werden über alle Frakti-
onen verschleppt. Biolumineszenz-Inhibitoren, die im mittelpolaren Bereich zu finden sind, wer-
den bei Alb 5 im UF 3 bis UF 4 angereichert. Dies gilt für Proben der Alb 5 aber ebenso wie für 
die weniger belastete Wasserprobe Alb 1. Für diesen Effekt können Toxine (1-10 kDa) einer be-
stimmte Molmasse verantwortlich sein. Ebenso muss die Fähigkeit kleinerer Moleküle zur mögli-
chen Assoziation an größere Moleküle diskutiert werden. Eine starke Anreicherung verschiedener 
Substanzgruppen bei Alb 5 ist im UF 3 zu beobachten. 
 
Eine Assoziation der Toxine an größere Molmasseneinheiten kann durch Wasserstoffbrückenbin-
dung oder auch durch hydrophobe Wechselwirkungen bedingt sein. Aufgrund der Lage im Chro-
matogramm und der Remissionsmessungen kann die Gegenwart von phenolhaltigen Substanzen als 
sehr wahrscheinlich angesehen werden (Weins et al. 2001).  
Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestützt, dass bei Zugabe von 2.0 µg/L Coffein, 
Theobromin und Theophyllin in die Wasserprobe vor der Ultrafiltration diese Xanthinderivate in 
allen Fraktionen UF1 bis UF5 wiedergefunden wurden. Es zeigte sich eine „Anreicherung“ dieser 
Coffeinmetabolite mit einer Molmasse von 194 D in allen Fraktionen. 
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3.3.4 Nachweis von Cholinesterasehemmstoffen im Flussprofil der Alb 
 
An sechs Probestellen des Flusses Alb bei Karlsruhe wurden je 1 L Wasserprobe auf esterase-
hemmende Verbindungen untersucht (siehe Fußnote 17). Die Probenvorbereitung und chroma-
tographische Auftrennung der Verbindungen erfolgt gemäß DIN 38 407 Teil 11.  
 K L 1 2 3 4 5 6 
 
Abb. 45: Gegenwart von Inhibitoren der Cholinesterase in der Alb, 1-5 = Probestellen Alb 1 bis Alb 5 , K unbe-
lastete Wasserprobe, L Leerbahn, stationäre Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 
µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag 
(Muttenz, Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD) 
(Veröff. III, Abb. 4, S. 64) 
 
 
Nach der chromatographischen Trennung werden die Inhibitoren der Cholinesterase auf der Platte 
detektiert (siehe Kapitel 3.1.3).  
In Abb. 45 wird deutlich, dass insbesondere der Kläranlagenauslauf Alb 5 (5) mit Inhibitoren der 
Cholinesterase belastet ist. Wie bei dem signifikanten Eintrag von Antibiotika und Antimykotika 
durch die Kläranlagen in das Oberflächengewässer erfolgt auch bei Alb 5 ein stärkerer Eintrag von 
Cholinesteraseinhibitoren über die Kläranlage in die Alb.  
 
Zunächst müssen die Möglichkeiten diskutiert, auf welchem Wege Pestizide, die als Inhibitoren 
der Cholinesterase gelten, über die kommunalen Kläranlagen in die Oberflächengewässer gelangen 
können. Dennoch muss betrachtet werden, inwieweit auch mögliche Arzneistoffe wie z.B. Bambu-
terol und Terbutalin als Broncholytika, sowie cholinerge Parasympathomimetika wie Neostigmin 
und Tacrin, als die Ursache für die Hemmung der Cholinesterase in Frage kommen. Neben Bambu-
terol, Terbutalin und Neostigmin gilt Tacrin, ein Medikament zur Behandlung der Alzheimer 
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Krankheit, als sehr starker Inhibitor der Cholinesterase (Zollner 1993). Cholinesteraseinhibitoren 
sind in der Therapie der Alzheimer- Demenz etabliert. Drei Präparate Donepezil (Aricept®), Ri-
vastigmin (Exelon®) und Tacrin (Cognex®) sind für die Indikation „leichte und mittelschwere 
Demenz vom Alzheimer-Typ“ seit 1996 zugelassen und erhältlich. Diese Wirkstoffe werden als 
zentral wirksame Hemmstoffe der Acetylcholinesterase bezeichnet. Sie binden sich reversibel an 
die katalytisch wirksame Seite des Cholinesterasemoleküls und blockieren so die Enzymaktivität. 
Damit wird die Acetylcholinkonzentration im synaptischen Spalt erhöht, d.h. die cholinerge Akti-
vität nimmt zu. Die Tagesdosis beträgt zwischen 5 mg und 160 mg. Die Nachweisgrenze von Tac-
rin im Cholinesterasehemmtest in der HPTLC-AMD beträgt 20 pg/pro Fleck.  
 
Nachweis von Cholinesteraseinhibitoren in Ultrafiltraten von Alb 1 und Alb 5 
Zur weiteren Charakterisierung werden wie in 3.3.3 beschrieben, die einzelnen Ultrafiltrate  (> 30 
kDa bis < 1 kDa): F1>30 kDa, F2 30-30 kDa, F3 3-10 kDa, F4 1-3 kDa, F5 < 1k) der Wasserpro-
ben Alb1 und Alb5 nach DIN 38 407 Teil 11 mit einem Universalgradienten chromatographiert 
und auf dem Chromatogramm die Inhibitoren der Cholinesterase detektiert. 
 
In Abb. 46 wird - wie in Abb. 45 bereits nachgewiesen - die Gegenwart von Cholinesteraseinhibi-
toren in der Wasserprobe Alb 1 bestätigt. Die polarste Komponente reichert sich hauptsächlich im 
Ultrafiltrat UF5 an, was auf eine Molmasse < 1kDa des Wirkstoffes schließen lässt. Die 10- fache 
Anreicherung der Moleküle < 1kDa in Fraktion 5 (F5*) zeigt eine Wirkstoffmischung von mindes-
tens 5 verschiedenen Inhibitoren unterschiedlicher Polarität nach. Weitere Untersuchungen bestä-
tigten die Anreicherung eines unpolaren Wirkstoffes in UF1 und UF2. 
Ein ähnliches Ergebnis zeigt sich bei der Untersuchung der Ultrafiltrate der Wasserprobe Alb5. Die 
Hauptwirkung resultiert von einem oder mehreren Wirkstoffen mit polaren Gruppen. Tacrin (T) als 
Referenzsubstanz bleibt als polare Substanz unter den Chromatographiebedingungen des Univer-
salgradienten im Startbereich liegen. 
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 A1  UF1 UF2 UF3 UF4 UF5 UF5* L   A5* A5 UF1 UF2  UF3 UF4 UF5  UF5* T 
Abb. 46: Cholinesterasehemmtest postchromatographisch in Ultrafiltraten von Alb1 und Alb 5: A1, A5 Origi-
nal, UF1-UF5 Ultrafiltrate, L – Leerwert, * 10-fach konzentriert T 50 ng Tacrin, stationäre Phase HPTLC KG 
60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfach-
entwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kame-
ra SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD) 
 
Eigene Untersuchungen konnten durch die Isolierung der Cholinesteraseinhibitoren mit Hilfe einer 
präparativen Chromatographie mit der GC/MS-Analytik den Wirkstoff Tacrin bisher nicht bestäti-
gen. Die Gegenwart der starken Hemmwirkung im polaren Bereich der organischen Bestandteile 
von kommunalen Abwässern lässt anhand der Befunde in Abb. 46 stattdessen aktive Metaboliten 
dieser Wirkstoffe vermuten. 
 
Bei der Überprüfung von 10 Wasserproben von Fließgewässern aus Luxemburg, Frankreich, 
Rheinland Pfalz und dem Saarland auf Inhibitoren der Cholinesterase konnten in jeder Wasserpro-
be Cholinesteraseinhibitoren nachgewiesen werden. Die Stärke der toxischen Wirkung korrelierte 
mit der Einwohnerdichte an der entsprechenden Probestelle. Dies lässt vermuten, dass die Konta-
minationen der Oberflächengewässer mit Inhibitoren der Cholinesterase durch anthropogene Ein-
träge erfolgt sind.  
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3.3.5 Bestimmungen von toxisch relevanten Rückständen in Lebensmitteln 
 
Pflanzliche Lebensmittel gerieten nach Presseverlautbarungen im Frühjahr 2000 in Verdacht, mit 
einigen Chemikalien, wie etwa dem Anti-Milbenmittel Methiocarb, oder mit den Fungiziden Pro-
cymidon und Imazalil über die zulässige Höchstmenge hinaus kontaminiert zu sein. Hierzu wurden 
von den staatlichen Überwachungsbehörden vermehrt pflanzliche Lebensmittel auf diese mögli-
chen Kontaminationen hin untersucht. Mit der wirkungsbezogenen Analytik wurden Realproben 
auf die Gegenwart von Pestiziden untersucht. Die Untersuchungen beschränkten sich auf die Be-
stimmungen von Fungiziden und insektiziden Cholinesterasehemmstoffen. 
 
Probenvorbereitung und chromatographische Trennung 
Die Pestizide wurden aus den pflanzlichen Lebensmitteln gemäß dem deutschen Einheitsverfahren 
extrahiert (DFG S19). 
Hierbei wurden 100 g pflanzliches Untersuchungsmaterial mit Aceton versetzt. Dabei wird soviel 
Wasser zugegeben, dass unter Berücksichtigung des natürlichen Wassergehalts der Probe das Ver-
hältnis Aceton: Wasser während der Extraktion jeweils 2 : 1 Volumenteile beträgt. Zu dieser Lö-
sung bzw. zum filtrierten Extrakt gibt man Dichlormethan, wobei sich überschüssiges Wasser ab-
scheidet. Der Abdampfrückstand der organischen Phase wird durch eine Gelpermeationschroma-
tographie an dem Polystyrol Bio-Beads S-X3 durch Elution mit einem Cyclohexan-Essigsäure-
Gemisch gereinigt. Von der rückstandshaltigen Fraktion, die auf eine Konzentration von 4,5 g Un-
tersuchungsmaterial/ ml eingestellt wurde, wurden für die Analyse 50 – 100 µl Extrakt auf die 
HPTLC Platte appliziert. 
 
Die Auftrennung der Substanzen in der Normalphasen-Dünnschichtchromatographie erfolgt wie in 
der Wasseranalytik mit einem Universalgradienten aufgrund ihrer Polarität mittels Automated-
Multiple-Development (AMD)-Technik. Der Gradient ist ein 33-Stufengradient, basierend auf 
Dichlormethan, der mit Acetonitril als polare Komponente beginnt und mit n-Hexan als unpolare 
Komponente endet. Die 1. Identifikation und Bestimmung wird durch in-situ-Remissionsmessung 
bei 7 Wellenlängen (200-320 nm) durchgeführt. Eine mögliche Identifikation einzelner Stoffe er-
folgt aufgrund der Lage im Chromatogramm und anhand der Remissionsspektren handelsüblicher 
Fungizide in einer Spektrenbibliothek. Tabelle 9 gibt die Migrationsstrecken von 16 Fungiziden 
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an, die auf der Kieselgel (HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm) als stati-
onäre Phase und bei einer AMD-Entwicklung mit dem Universalgradienten nach DIN 38407, Teil 
11 erreicht werden. 
 
Tab. 9: Fungizide als Referenzsubstanzen und ihre Migrationsstrecken in der HPTLC-AMD, stationäre Phase 
(HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm) mobile Phase (Universalgradienten nach DIN 
38407, Teil 11) 
 











































































Untersuchung der Lebensmittelproben auf Fungizide 
Die postchromatographische Untersuchung auf Fungizide wurde mit Penicilliumsporen als Testor-
ganismus durchgeführt. Penicilliumsporen weisen bei Wachstumbedingungen von 25°C in einer 
feuchten Atmosphäre auf der Dünnschichtplatte eine grüne Eigenfärbung auf. Bei Anwesenheit 
eines fungiziden Wirkstoffes erscheint ein weißer Hemmhof, dessen Größe bestimmt wird durch 
die applizierte Menge und durch die Wirkungsspezifität des Fungizids. 
 
Das Chromatogramm mit Penicilliummycel wurde dokumentiert bei einer Beleuchtung der Dünn-
schichtplatte mit einer Lichtquelle von λ = 254 nm. Die Hemmhöfe werden sichtbar durch den spe-
ziellen Phosphoreszenzindikator in der stationären Phase. Es können somit mit optischen Metho-
den belastete und unbelastete Lebensmittelproben direkt auf dem Chromatogramm unterschieden 
werden (Abb. 47). 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
 
Abb. 47: Gegenwart von Fungiziden in verschiedenen pflanzlichen Lebensmittelproben, 1 Kontrolle Erdbeeren, 
2-5, 9 Erdbeeren 6 Kontrolle Trauben, 7, 8, 10 Trauben, 11-15 Standards : Fenpropathrin 30 ng, Imazalil 10 ng, 
Mercaptodimethur 30 ng , Procymidon 100 ng, stationäre Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; 
Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 
Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, 
Aalen, BRD), Testorganismus: Penicilliumsporen (siehe Abb. 5, Veröff. III, S 65) 
 
Die Migrationsstrecken fungizider Wirkkomponenten werden mit den Migrationsstrecken der ent-
sprechenden Referenzsubstanzen (Tab. 9) verglichen. Somit kann die Anzahl möglicher Fungizide 
zu diesem Zeitpunkt schon eingeschränkt und eine Vorauswahl für die weitere Analytik getroffen 
werden (siehe Tab. 10) (Untersuchung beschrieben in Veröff. III, S. 65). 
 
Die Bestimmungsgrenze u.a. von Tebuconazol wurde mit der Wirkungsanalytik untersucht und 
liegt bei 5 ng pro Fleck, Carbendazim als aktiver Hauptmetabolit des Fungizids Benomyl konnte 
noch bei 80 ng pro Fleck nachgewiesen werden. Die wirkungsanalytische Bestimmungsgrenze von 
Procymidon lag bei 110 ng pro Fleck. Hiermit wird für diese Substanz die Zielvorgabe der zulässi-
gen Höchstmenge von 5 mg/kg bei Erdbeeren und Salat erfüllt. Bei Proben mit einer zulässigen 
Höchstmenge von 0,02 mg/kg bedarf es einer weiteren Konzentrierung des Untersuchungsextrak-
tes.  
 
Die Liste mit den 32 Referenzsubstanzen (Tab. 10) ist in keinem Fall vollständig und soll nur die 
Möglichkeiten aufzeigen, inwieweit die wirkungsbezogene Analytik ein geeignetes Instrument 
darstellt, fungizide Wirkungsäquivalente in einer Lebensmittelprobe aufzuspüren. Selbst eine Auf-
listung der Migrationsstrecken von weiteren fungiziden Standardsubstanzen wird die Analytiker 
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aufgrund physiko-chemischer Detektionsverfahren nicht davor bewahren, aktive Metabolite von 
Fungiziden zu übersehen, mit denen eine Lebensmittelprobe kontaminiert sein kann (siehe Abb. 47 
und Tabelle 10, Probe 3). 
 
Tab. 10:  Auswertung der Proben 1-10 nach der wirkungsbezogenen Detektion (Abb. 47) auf mögliche Fungizide 



























54 mm, 59 mm 
Keine 
Keine 














keine Referenzsubstanz vorhanden oder aktiver Metabolit, 
Burpirimat, Epoxiconazol, Fenpropimorph, Flusilazol, Pyri-
methanil, Triadimefon, Procymidon 
Carbendazim  
- 
Carbendazim, Burpirimat, Epoxiconazol, Fenpropimorph, 
Flusilazol, Pyrimethanil, Triadimefon, 
 
 
Untersuchung der Lebensmittelproben auf Insektizide 
Parallel wurden Extrakte von Karotten und Salat auf Insektizide - mit der Eigenschaft als Choli-
nesteraseinhibitoren zu fungieren - untersucht. 
In Abb. 48 ist deutlich zu erkennen, dass eine der vier Salatproben mit einem Cholinesteraseinhibi-
tor belastet ist. Hier besteht der Verdacht einer Kontamination der Probe mit einem insektiziden 
Pestizid, z.B. Methiocarb oder einem Metaboliten von Mercaptodimethur. 
 
Alle 4 Extrakte aus den verschieden Chargen von Karottenproben weisen einen charakteristischen 
Substanzgehalt an Inhibitoren der Cholinesterase auf.  
Da die instrumentelle Analytik keine Belastung gängiger Pestizidwirkstoffe bestätigen konnte, 
sollten hier durch die Extraktion freigesetzte sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe diskutiert werden, die 
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als pflanzliche Insektizide fungieren können. 
Insgesamt wurden in 10 von 35 Proben 1 – 4 Wirkstoffe als Kontaminanten detektiert. 
 S0  Salat K0 Karotten L  Imaz. Me    Meth 
Abb. 48: Gegenwart von Cholinesteraseinhibitoren in verschiedenen pflanzlichen Lebensmittelproben, SO Kon-
trolle Salat, 4 Salatproben, KO Kontrolle Salat, L Leerbahn, Standards : Imazalil 10 ng, Mercaptodimethur 30 
ng , Methiocarb 30 ng, stationäre Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 µm, chroma-
tographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, 
Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD),  
 
 
3.3.6 Möglichkeiten der wirkungsbezogenen Analytik im Umwelt- und Lebensmittelbe-
reich 
 
Die Ergebnisse der wirkungsbezogenen Analytik im Umwelt- und Lebensmittelbereich zeigen, 
dass mit Hilfe der Automatisierung der Chromatographie, der Weiterentwicklung der Schichten 
und Detektionsverfahren diese Methode geeignet ist, für die unterschiedlichsten Fragestellungen 
wie z.B. für die Analytik von Einzelstoffen oder als Screeningmethode in komplexen Matrizes ein-
gesetzt zu werden. In Abbildung 49 wird deutlich, welche Möglichkeiten heute dem Analytiker zur 
Verfügung stehen, um Wirkstoffe selektiv in einem Gemisch organischer Substanzen aufzuspüren. 
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Abb. 49: mögliche Wirkteste bei der wirkungsbezogenen Analytik in der HPTLC  
 
Die eigene Arbeiten zeigen, dass die wirkungsbezogene Analytik durch ihre Flexibilität der Pro-
benvorbereitung und der Möglichkeit auch Rohextrakte von Umweltproben zu untersuchen, Wir-
kungsäquivalente selektiv ausfindig macht, die in weiteren Schritten weiter isoliert, charakterisiert 
und identifiziert werden können.  
Die Detektion von Wirkungsäquivalenten, die für eine Risikoanalytik eine wichtige Grundlage 
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3.4 Einsatz der wirkungsbezogene Analytik in der Metabolismusfor-
 schung organischer Verbindungen  
 
Neben dem Einsatz in der Umwelt- und Lebensmittelanalytik ergibt sich für die wirkungsbezogene 
Analytik die Metabolismusforschung als ein weiteres Anwendungsgebiet. 
Die Metabolismusforschung ist bis heute für die Entwicklung moderner Pflanzenschutzmittel und 
für eine auf Ergebnissen begründete  Risikoabschätzung erforderlich. Unter Metabolismus versteht 
man generell die Auf-, Um- und Abbauprozesse organischer Verbindungen in der belebten und 
unbelebten Natur. Ein Teil der Metabolismusforschung von Xenobiotika27 besteht darin, ihre Um-
wandlungsprodukte in Tier, Pflanze sowie Boden, Wasser und Luft aufzuspüren, zu identifizieren 
und toxikologisch zu bewerten.  
 
In höheren Tieren führen die Metabolisierungsprozesse überwiegend zur Bildung von Stoffen, die 
polarer als die Ausgangssubstanzen sind und infolgedessen besser über den Urin und die Galle 
ausgeschieden werden können. Bei den abiotischen Reaktionen kommen Sauerstoff, reduzierende 
anorganische und organische Verbindungen, Wasser und Alkohole, Phenole, Thiole und Amine als 
Reaktionspartner in Betracht; hinzukommen Einflüsse katalytisch wirkender Substanzen. Diese 
führen zu Oxidationen, Reduktionen, Hydrolyse und anderen nukleophilen Reaktionen; daneben 
treten Eliminierungen und Isomerisierungen auf. Die notwendige Energie steht in mehreren For-
men zur Verfügung. Die Temperaturen auf Oberflächen von Böden oder Pflanzen können je nach 
Sonneneinstrahlung 40°C und mehr erreichen; mehr noch als Wärme kommt allerdings das Son-
nenlicht als „Umwandlungsfaktor“ in Betracht (Thier und Frehse 1986).  
 
3.4.1 Photochemischer Abbau von Organochlorverbindungen auf der HPTLC-Platte 
 
Schon verhältnismäßig früh wurde beobachtet, dass sich chemisch labile Verbindungen – wie Vi-
tamine, Karotine etc - bereits beim Auftragen auf DC Schichten oder während der anschließenden 
dünnschichtchromatographischen Trennung zersetzen. Für dieses Phänomen wird vor allem die 
                                            
27 Xenobiotika bezeichnen im weitesten Sinne die Stoffe, die einem Ökosystem, Organismus oder Gestein fremd sind. Im 
engeren Sinne versteht man darunter eine Sammelbezeichnung für in der Umwelt des Menschen - im engsten Sinne: in seiner 
Nahrung - nicht natürlich vorkommende Stoffe anthropogenen Ursprungs. (englische Bezeichnung: xenobiotics; von gr. 
xiepsnuosigma = Gast, Fremder und ªiosigma = Leben) 
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Anwesenheit von Sauerstoff (Oxidation) und Licht (photochemische Reaktion) in Gegenwart von 
aktiven Sorbentien, denen eine Wirkung als Katalysator zugeschrieben wird (photokatalytische 
Reaktion), verantwortlich gemacht (Jork et al. 1993). 
Der photochemische Abbau von Schadstoffen hat nicht zwangsläufig eine Verminderung der 
Schadwirkung zur Folge. Erst das Erfassen und Bewerten aller Metabolite lässt eine Beurteilung 
über die Risiken eines Schadstoffes zu. Die photochemische Umsetzung einer Substanz auf der 
Kieselgelplatte simuliert den photochemischen Abbau eines Schadstoffes, der auf einer Matrix, wie 
z.B auf dem Erdboden oder Oberfläche eines Blattes, adsorbiert ist. Die anschließende Chroma-
tographie trennt alle entstandenen Metabolite nach ihrer Polarität auf. Die wirkungsbezogenen De-
tektionsverfahren machen deutlich, welche wirkungsaktiven Metabolite aus der Photolyse hervor-
gegangen sind. 
 
Als Modellsubstanzen wurden die Organochlorverbindungen Lindan, DDT (Dichlor-Diphenyl-
Trichlorethan), DDD (Dichlor-Diphenyl-Dichlorethan), DDE (Dichlor-Diphenyl-Dichlor-ethylen), 
Lindan (γ-Hexachlorbenzol) und PCP (Pentachlorphenol) auf der Kieselgelplatte photochemisch 
umgesetzt. 
 
Tab. 11: Strukturformeln ausgewählter Organochlorverbindungen 
Lindan DDT DDD DDE PCP 




Photoabbau von Organochlorverbindungen durch Bestrahlung mit einer Quecksilberdampf-
lampe auf der HPTLC-Platte 
Werden jeweils 8 µg Lindan, DDT, DDD, DDE und PCP in der Startzone auf der Kieselgelplatte 
zwischen einer und vier Stunden mit einer Quecksilber-Niederdrucklampe (1-4 Stunden) oder mit 
Sonnenlicht (1h) mit und ohne Gegenwart eines Sensibilisators bestrahlt, entstehen photochemi-
sche Abbauprodukte, die sich nach ihrer Polarität mit Hilfe der AMD mit einem Universalgradien-
ten (nach DIN 38407, Teil 11) trennen lassen. Die UV-Detektion nach der Chromatographie zeigt 
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auf, dass die photochemischen Abbauraten bei den einzelnen Organochlorverbindungen mit einer 
Quecksilber-Niederdrucklampe deutliche Unterschiede aufzeigen (Abb.50).  
 
Abb.50: Photoabbau von 8 µg Organochlorverbindungen auf Kieselgel (Photoquelle Quecksilber Nieder-
drucklampe) nach 2 und 4 Stunden 
 
Der Vergleich der Gehalte an Organochlorverbindungen mit und ohne Bestrahlung lässt den 
Schluss zu, dass durch die bathochrome Verschiebung der Absorptionsmaxima der auf Kieselgel 
adsorbierten Verbindungen (Lindan λmax < 190 nm, DDT λmax = 225 nm, DDD λmax = 220 nm, 
DDE λmax = 253 nm, PCP λmax1 = 220nm und λmax2 = 310nm) nach 4 h Bestrahlung der Proben oh-
ne Filter Lindan bis zu 48%, DDT bis zu 67%, DDD bis zu 79%, DDE bis zu 82% und PCP bis zu 
90 % abgebaut werden. Bei allen photochemischen Umsetzungen von Schadstoffen auf Kieselgel 
konnte beobachtet werden, dass im Gegensatz zu der unbestrahlten Leerbahn Veränderungen durch 
die Bestrahlung der noch nicht benutzten Sorbensschicht (Aktivierungen) auftraten. Die Reakti-
onsprodukte dieser photochemischen Nebenprodukte aus dem Sorbens reichern sich durch die 
Chromatographie in Peak 5 und 6 und bei 45 mm (Abb. 51b) an. 
Diese Veränderungen werden auf photochemische Oxidationen z.B. des Bindermaterials zurückge-
führt. Bereits in der Kieselgelschicht entstehen aus den adsorbierten Wassermolekülen Hyperpero-
xide und aus dem Sauerstoff Ozon, die beide – möglicherweise unter dem Einfluss von Metallver-
unreinigungen oder Fluoreszenzindikatoren – mit dem Acrylat – und Methylacrylatpolymeren des 
Bindermaterials reagieren. Auf diese Weise bilden sich Transmittersubstanzen, die die Aktivität 
der Schicht stark erhöhen und u.U. tagelang wirksam sind. („Memory“-Effekt). Dieser „Post-
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Photoeffekt“ kann zu den gleichen Reaktionsprodukten führen, die bei der direkten Bestrahlung 
des applizierten oder chromatographierten Untersuchungsgutes entstehen (Jork et al.1993). Unter 
diesen Bedingungen entstehen bei allen Verbindungen polare Produkte, die aufgrund ihrer Polarität 
so stark an das Kieselgel adsorbiert werden, dass sie bei den oben beschriebenen Chroma-






































Abb. 51 a,b: Chromatogramm der photochemischen Reaktion von 8 µg DDD auf Kieselgel (Photoquelle 
Quecksilber Niederdrucklampe) nach 4 Stunden, stationäre Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; 
Schichtdicke 200 µm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem 
AMD2 Gerät von Camag (Muttenz, Schweiz), Detektion UV (Mehrwellenlängenscan, Scanner 3 von Camag 
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Beim Vergleich der Abbauraten erwies sich Lindan (43 mm Migrationsstrecke, λmax < 190 nm) als 
die stabilste Substanz, bei der nach der Bestrahlung ebenfalls keine UV-aktiven Oxidationsproduk-
te detektiert werden können. Nach der chromatographischen Trennung nach DIN 38407, Teil 11 
können die Metabolite (P1-P3) der Organochlorverbindungen mit einer UV-Detektion gefunden 
werden. Das Hauptabbauprodukt von DDT, DDD und DDE ist polarer als die Ausgangssubstanz 
mit einem Absorptionsmaximum von λmax = 271 nm, was möglicherweise auf die Bildung einer 
C=O Gruppe hinweisen könnte. Das Chromatogramm der bestrahlten Probe von DDD zeigt auch 
eine geringe Bildung des Metaboliten DDE. Das Hauptabbauprodukt von PCP ergibt ein polareres 
Produkt als die Ausgangssubstanz mit einen Absorptionsmaximum von λmax = 220 nm, was auf 
eine Abspaltung eines Cl-Atoms hindeutet (siehe Tabelle 12). 
 
Tab. 12 Abbauprodukte der photochemischen Reaktion von 8 µg Organochlorverbindungen auf Kieselgel 
(Photoquelle Quecksilber Niederdrucklampe) nach 4 Stunden 
 
genuine Substanz 
Migrationsstrecke in mm 
Detektierbare Abbauprodukte 
Migrationsstrecke in mm,   λmax    
 




DDT 62 mm, λmax = 225 nm 
 
P1 50 mm, λmax = 271 nm   
 
DDD 64 mm, λmax = 220 nm 
 
P1 67 mm, λmax = 252 nm (DDE) 
P2 54 mm, λmax = 248 nm 
P3 50 mm, λmax = 271 nm   
 
 
DDE 67 mm, λmax = 253 nm 
 
P1 53 mm, λmax = 266 nm 
P2 50 mm, λmax = 271 nm  
 
PCP 55 mm, λmax = 220 und 310 nm 
 
P1 27 mm, λmax = 220 nm 
 
 
Mit Hilfe eines selektiven mikrochemischen Nachweises auf chlorhaltige Verbindungen mit o-
Toluidin als Reagenz (Petrowitz und Wagner 1971) wurde auf der Platte nachgewiesen, dass alle 
Abbauprodukte noch Chlor als Substituenten enthielten. 
 
Überprüfung der photochemischen Abbauprodukte mit dem Cholinesterasehemmtest 
Auf der Suche nach selektiven Wirkmechanismen beschrieb Geike bereits 1969 den enzymatischen 
Nachweis von Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden auf der DC-Platte mit Rinderleberesterase 
(Tab. 13). Er konnte zeigen, dass durch eine Aktivierung mit UV-Bestrahlung (30 min mit ungefil-
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tertem UV-Licht einer Hg-Analysen-Quarzlampe) postchromatographisch der Nachweis von 
Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden, wie z.B. Lindan, DDT, DDD und DDE, auf dem Dünn-
schichtchromatogramm erheblich gesteigert werden konnten, wobei alle untersuchten Wirkstoffe 
ausnahmslos eine Hemmung der Rinderleberesterase bewirkten (Geike 1969). Geike weist hier 
indirekt eine photochemische Metabolisierung nach, die eine Zunahme an enzyminhibitorischer 
Wirkung nach sich zieht. 
 
Tab. 13: Nachweisgrenze von Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden 
mit und ohne UV Bestrahlung (Geike 1969) 
Nachweisgrenze mit Rinderleberesterase  





















   0.25 
1.0 
   0.25 
   0.25 
 
Basierend auf den Untersuchungen von Geike (1969) wurden die photochemischen Abbauprodukte 
der Organochlorverbindungen Lindan, DDT, DDD, DDE und PCO nach der Chromatographie mit 
einem AMD-Universalgradienten nach DIN 38407, Teil 11 (siehe Tab.13) auf ihre inhibitorische 
Wirkung gegenüber Cholinesterase untersucht. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass bei allen bestrahlten Organochlorverbindungen am Startpunkt polare 
Produkte detektiert werden konnten, die inhibitorisch auf die Cholinesterase wirken. Auf der Leer-
bahn wurden trotz der Bildung von photochemischen Nebenprodukten aus dem Sorbens keine 
Cholinesteraseinhibitoren festgestellt. 
 
Alle photochemisch entstandenen Abbauprodukte von Organochlorverbindungen wurden in situ 
mit dem Cholinesterasenhemmtest auf ihre inhibitorische Wirkung überprüft (siehe Tabelle 14). 
Die Ergebnisse von Geike (siehe Tab. 14) konnten hinsichtlich der verstärkten inhibitorischen Ak-
tivität von Lindan nach der Bestrahlung nicht bestätigt werden. Die von Geike beobachtete Ver-
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stärkung der inhibitorischen Wirkung und somit der Verringerung der Nachweisgrenze von DDT, 
DDD und DDT, sind nach eigenen Ergebnissen auf die Bildung polarer photochemischer Abbau-
produkte zurückzuführen. 
Abb. 52 zeigt deutlich die abnehmende inhibitorische Aktivität von DDD nach der Bestrahlung bei 
einer Migrationsstrecke von 64 mm und die Zunahme der inhibitorischen Wirkung von Abbaupro-












Abb. 52: Chromatogramm in mm von photochemischen Abbauprodukten von 8 µg DDD auf Kieselgel, Pho-
toquelle Quecksilber Niederdrucklampe 4 Stunden, chromatographische Bedingungen siehe Abb. 53a,b, 
postchromatographischer Cholinesterasehemmtest, Messwellenlänge λ=533 nm, Original Scannerausdruck 
CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland, S= Start, F= Lösemittelfront, a: DDD dunkel, b: DDD bestrahlt, 3 
bzw.4 siehe Abb. 53b, P2, P3, siehe Tab. 14, 
 
Tabelle 14 zeigt die photolytische Bildung von Cholinesteraseninhibitoren bei Lindan, DDT, DDD, 
DDE und PCP. 
 
Die Bestrahlung ausgewählter Organochlorverbindungen als Modellsubstanzen auf Kieselgel be-
schreibt deutlich die photochemische Metabolisierung von persistenten Insektiziden (außer Lindan) 
in enzyminhibitorische Abbauprodukte.  
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Tab. 14: Abbauprodukte der photochemischen Reaktion von 8 µg einer Organochlorverbindung auf Kiesel-
gel (Photoquelle Quecksilber Niederdrucklampe) nach 4 Stunden, siehe auch Abb. 53b 
 










Lindan gering inhibitorisch 
 
Abnahme der inhibitorischen Aktivität 






P1 50 mm               inhibitorisch 
P2 54 mm               inhibitorische Spuren  






P1 67 mm      nicht inhibitorisch 
P2 54 mm                inhibitorisch 







P1 53 mm     gering inhibitorisch 
P2 50 mm                 inhibitorisch 







P1 27 mm                  inhibitorisch 
 
 
Im adsorbierten Zustand z.B. in Böden bewirkt die bathochrome (Rot-) Verschiebung der langwel-
ligsten Absorptionsbande im PCP-Spektrum (von 290 nach 310 nm) einen stärkeren photolytischen 
Abbau, als im nicht-adsorbierten Zustand. Bestrahlung von 80 mg PCP als Festkörper im O2-Strom 
mit Licht der Wellenlänge oberhalb 290 nm bewirkte innerhalb von sieben Tagen eine ca. 14%ige 
Mineralisation des eingesetzten PCP zu HCl und CO2; wird PCP auf Kieselgel aufgetragen ist un-
ter den gleichen Bedingungen ein Abbau von 88% zu beobachten. Parlar (1983) berichtet von einer 
PCP-Photomineralisationsrate von 41,4 % innerhalb von drei Stunden bei Adsorption an Silikagel 
(Fiedler 1996). 
 
Photoabbau von Organochlorverbindungen durch Bestrahlung mit Sonnenlicht in Gegen-
wart von Riboflavin als Sensibilisator auf der HPTLC-Platte 
Die photolytische Abbaurate von Schadstoffen kann durch Photosensibilisatoren erhöht werden. 
Der Einsatz von Sensibilisatoren bewirkt, dass das absorbierte Licht Sauerstoff in eine aktivere 
Form überführt (Abb. 53). Dieser sogenannte sensibilisierte Photoabbau von Wirkstoffen, der am 
Boden- und Pflanzenoberflächen und in huminstoffreichen Gewässern denkbar ist, kann als Mo-
dellversuch auf der Kieselgelplatte durchgeführt werden. 
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Als Photosensibilisatoren können verschiedene Naturstoffe wie Bilirubin, Chlorophyll und Ri-
boflavin oder andere Porphyrinoide agieren. Riboflavin fungiert als Photosensibilisator, der in Ge-















Abb. 53: Bildung von Wasserstoffperoxid durch Anregung von Riboflavin mit Sonnenlicht in Gegenwart 
eines Elektronendonors 
 
Riboflavin besitzt aufgrund seiner Struktur mehrere Absorptionsmaxima. Für die hier betrachteten 
Photoreaktionen mit Sonnenlicht sind die drei Maxima bei 269, 372 und 445 nm von Bedeutung. 
Bereits 1971 untersuchten Ivie und Casida den Photoabbau mit Sonnenlicht von DDT und einigen 
chlorinierten Cyclodienen mit aromatischen Aminen als Photosensibilisatoren auf Kieselgel-
Dünnschichtplatten. Sie stellten eine erhöhte Abbaurate in Gegenwart der Sensibilisatoren insbe-
sondere bei DDT fest (Ivie und casida 1971). 
Analog zu dem oben beschriebenen Modellversuch erfolgte der sensibilisierte Photoabbau von den 
Organochlorverbindungen Lindan, DDT, DDD, DDE und PCB auf einer Kieselgelplatte. Bei dem 
Photoabbau bei Sonnenhöchststand (1h) von jeweils 2 µg einer Organochlorverbindung überlagert 
mit Riboflavin (1 µg) wurden nach der chromatographischen Trennung der einzelnen Komponen-
ten nach DIN 38407, Teil 11 unterschiedliche Abbauraten festgestellt. Zeigten sich unter diesen 
Bedingungen Lindan und DDT sowohl ohne und mit Riboflavin als stark persistente Verbindun-
gen, konnte bei DDD in Gegenwart von Riboflavin eine geringe Abnahme der Ausgangssubstanz 
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und die Zunahme einer polareren Komponente (P1) verzeichnet werden. DDE erwies sich photola-
biler bei Sonnenlicht als DDT und DDD und wurde bei Bildung einer polareren Substanz (P1) mit 
einem Absorptionsmaximum von λmax = 252 nm in Gegenwart von Riboflavin um 7% in einer 
Stunde abgebaut. Riboflavin mit Sonnenlicht erwies sich als besonders geeignet beim Photoabbau 
von PCP. Wurde ohne Riboflavin in einer Stunde 40% abgebaut, wurden mit Hilfe von Riboflavin 
100% abgebaut.  
Im Gegensatz zu der Bestrahlung der Sorbensschicht mit einer Quecksilber-Niederdrucklampe 
wurde unter den Bedingungen einer sensibilisierten Photoreaktion mit Sonnenlicht keine Verände-
rung der Schicht festgestellt. Tabelle 14 zeigt die Abbauraten von Organochlorverbindungen mit 
Sonnenlicht in Gegenwart von Riboflavin als Sensibilisator. 
 
Tab. 15 Photoabbau von 2 µg Organochlorverbindungen auf Kieselgel (Photoquelle Sonnenlicht) nach 1 
Stunde in Gegenwart von Riboflavin 
 
 





Sonnenlicht ohne Riboflavin 
 
































Die Überprüfung durch die Detektion mit Cholinesterase zeigten sich bei Lindan, DDT und DDD 
keine signifikanten inhibitorische Wirkungen. Bei DDE konnte P1 als Enzyminhibitor identifiziert 
werden. Bei PCP nahm durch den 40% bzw. 100 % Abbau der Ausgangssubstanz die Wirkung 
auch in dieser Größenordnung ab, während eine geringe inhibitorische Wirkung im polaren Be-
reich auftrat, ohne dass eine Zuordnung mit einem im UV detektierbaren Reaktionsprodukt getrof-
fen werden konnte. 
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o-Toluidin als Photosensibilisator und Nachweisreagenz für Organochlorverbindungen 
Ein effektiverer Sensibilisator für Organochlorverbindungen stellt o-Toluidin dar. Bei der Bestrah-
lung von Organochlorverbindungen in Gegenwart von o-Toluidin mit UV Licht (Quecksilberlam-
pe) entstehen Chlor-Radikale, die die Bildung eines Azofarbstoffes aus o-Toluidin induzieren. Die-
ser gebildete Farbstoff kann bei λ= 370 nm vermessen werden und somit die Organochlorverbin-
dungen selektiv auf dem Chromatogramm detektieren. Nach DIN 32 645 (1994) liegt die Nach-
weisgrenze von Lindan bei 20.06 ng/5mm Band, die Erfassungsgrenze bei 40.13 ng/5mm Band 
und die Bestimmungsgrenze liegt bei 61,65 ng/5mm Band, bei einer rel. Verfahrens-
Standardabweichung von ±  4,64 % (Weins 1995). 
 
Die für ein Risikomanagement unerlässlichen Informationen und Analysendaten sind über das In-
strument der wirkungsbezogene Analytik in sehr kurzer Analysenzeit einzuholen. Insbesondere 
können Wirkungsäquivalente sowohl von den Ausgangssubstanzen als auch von Nebenprodukten, 
von biotischen und abiotischen Abbauprodukten rasch erfasst werden.  
 
Die Dünnschichtplatte hat bei der oben beschriebenen modellhaften Photolyse und Meatbolisie-
rung drei Funktionen: 
 
1. Das Sorbens (stationäre Phase) fungiert bei diesem Versuchsmodell der photolytischen Metabo-
lisierung als Träger und Katalysator für den Wirkstoff,  
 
2. Das Sorbens fungiert als stationäre Phase für die chromatographische Trennung.  
 
3. Die vom Fließmittel befreite Kieselgelschicht erweist sich als Trägerschicht für bioche-
misch/biologische Testverfahren. 
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4. Schlussfolgerungen und Ausblick 
 
Die Dünnschichtchromatographie gehört zu den robustesten chromatographischen Verfahren, die 
seit über 40 Jahren zuverlässige Ergebnisse in der Analytik von Stoffen liefert. Molekularbiologi-
sche Testverfahren sind nicht nur in vitro durchzuführen sondern gelingen auch auf einer Dünn-
schichtplatte. Die Wirkungsteste auf dem Chromatogramm weisen Stoffe bei überlagerten, nicht 
vollständig getrennten Substanzgemischen selektiv nach.  
 
Im ersten Teil der Arbeit wurden optimale Bedingungen für den Cholinesterasenhemmtest auf dem 
Chromatogramm definiert und die Nachweisgrenzen ausgewählter Schadstoffe bestimmt. Im Ge-
gensatz zu den physikalischen Detektionsverfahren sind bei enzymatischen Hemmreaktionen der 
Einfluss durch das Testmedium, die Reaktionszeit und die Temperatur sehr stark, so dass die Test-
durchführung detailliert angegeben werde muss, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Der 
Cholinesterasenhemmtest auf dem Dünnschichtchromatogramm konnte validiert werden und liefert 
vergleichbare Ergebnisse, eine Voraussetzung, dieses Verfahren durch zukünftige Ringversuche 
als ein gerichtfestes Analysenverfahren in Zukunft zuzulassen. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurden biologische Testsysteme zur Detektion von Fungiziden, Antibi-
otika, Lumnineszenzhemmstoffe auf der Dünnschichtplatte optimiert sowie zur Detektion von 
Hormonen ein neues molekularbiologisches Testverfahren entwickelt. Dieses komplexe selektive 
Verfahren, zur Detektion von Östrogenen, wurde dahingehend optimiert, dass es auf dem Dünn-
schichtchromatogramm reproduzierbare Ergebnisse aufweist. 
 
Bei dem Einsatz ausgewählter biochemischer und biologischer Detektionsverfahren in Umwelt- 
und Lebensmittelproben konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das chromatographische 
Trennverfahren bereits auf einem standardisierten Chromatographieverfahren basiert (DIN 38407, 
Teil 11). Die Wirkstoffe auf dem Chromatogramm können nicht nur selektiv detektiert, sondern 
auch ergänzend durch ihre Migrationsstrecke und ihr UV-Spektrum charakterisiert werden. Gerade 
bei der Suche unbekannter Schadstoffe bei einer Vielzahl von Proben in komplexen Matrizes zeigt 
sich die wirkungsbezogene Analytik mit der HPTLC als ein geeignetes Instrument. Dieses Scree-
ningverfahren ist zunächst für die Detektion von Wirkunsäquivalenten von Referenzsubstanzen 
weitgehend unabhängig. Besonders bei Prozesskontrollen ist die wirkungsbezogene Analytik ein 




Als ein weiteres Anwendungsgebiet erweist sich die wirkungsbezogene Analytik bei der Rein-
heitskontrolle und in der Metabolismusforschung von Chemikalien. Mit diesem Verfahren können 
Prozesse überwacht und die Metabolisierung von organischen Substanzen in bioaktive Metabolite 
überwacht werden. 
 
Grenzen der wirkungsbezogenen Analytik mit der HPTLC 
Die chromatographische Trennung der Wirkstoffe auf einer Dünnschichtplatte ist direkt (in situ) 
gekoppelt an eine biomolekulare Erkennung. Bedingt durch diese direkte Kopplung wird die Aus-
wahl der für die Chromatographie einzusetzenden stationären Phasen eingeschränkt. Substanzge-
mische, die mit einer Umkehrphasenchromatographie auf hydrophobem RP-Material getrennt wer-
den, können in der Regel nicht mit biochemischen Testverfahren (wie z.B. mit Enzymhemmtesten 
im wässrigen Milieu) detektiert werden, da C-18 RP Phasen nicht wasserbenetzbar sind. Biologi-
sche Detektionsverfahren daher bei diesen Platten mit hydrophobem Sorbens nur mit der „agar – 
overlay“ – Technik möglich (siehe Abb. 2). Amino-Phasen können bei bestimmten Substraten als 
chemische Co-Verbindung in das biochemische System aktiv einzugreifen und scheiden somit je 
nach Testverfahren als Trägermaterial aus. 
 
In der Regel werden akute Toxizitätsteste als Detektionsverfahren in der HPTLC zur Detektion 
eingesetzt wie z.B. Enzymhemmteste für den Nachweis von Enzyminhibitoren oder Chloroplasten-
suspensionen für Inhibitoren der Photosynthese. Zelluläre Testverfahren detektieren Inhibitoren 
der Lumineszenz bei Vibrio fischeri, Antibiotika durch Hemmung des Bakterienwachstums, Fun-
gizide durch Wachstumshemmung von Hefen oder Pilzmycel. Auch die biomolekulare Erkennung 
durch eine selektive Bindung von Wirkstoffen an biologische Rezeptoren gelingt auf der HPTLC-
Platte wie z.B. der Nachweis von Hormonen an selektive Rezeptoren von transgenen Hefen und 
der Nachweis von mutagenen Stoffen mit transgenen Bakterien. Obwohl nach Baumann die Kulti-
vierung von Blütenpollen und Kressekeimlingen auf der Platte zum direkten Nachweis pflanzento-
xischer Wirkstoffe gelingt (Baumann 2001), kann die wirkungsspezifische Analytik auf der 
HPTLC einen direkten Bezug zur Humantoxikologie nicht leisten, denn toxikokinetische Studien 
über Aufnahme, Verteilung und Metabolisierung der Wirkstoffe in mögliche aktive Metabolite 
sind bisher nur in mehrstufigen in vitro Testverfahren oder in Tierversuchen zu ermitteln. 
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Dennoch konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass biochemische und biologische Detektionsver-
fahren auf dem Dünnschichtchromatogramm sehr selektiv und sensitiv sind und damit die Lücke 
zwischen biologischen in vitro-Testverfahren und instrumenteller Analytik schließen. 
 
Die wirkungsbezogene Analytik als Strategie zur Risikoanalyse und Risikobewertung  
Die Kombination von Biotesten mit chemischer Analytik eröffnet neue Möglichkeiten zum Auf-
spüren und zur Risikoabschätzung von problematischen Spurenstoffen in der Umwelt insbesondere 
dadurch, dass mit verschiedenen suborganismischen Testverfahren Methoden zur Verfügung ste-
hen, mit denen subletale (chronische) toxische (z. B. endokrine, mutagene oder kanzerogene) Wir-
kungen nachgewiesen werden können. Eine Weiterentwicklung der wirkungsbezogenen Analytik 
mit der HPTLC besteht in der Identifizierung der Schadstoffe mit physikalischen Methoden, wie z. 
B. der Massenspektrometrie (Abb. 54).  
 
Abb. 54 Die wirkungsbezogene Analytik mit der HPTLC als Bindeglied zwischen Biotests und che-
misch/physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfahren  
 
Dies kann zum einen durch sog. offline Verfahren (z.B. manuelles Übertragen der kritischen Sub-
stanzen in eine GC-MS Analyse) oder in einer instrumentellen in situ Analyse durch die Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI)-Technik, die im Bereich der DC- und MS-Technik 







 Lysis and 
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vitro und in ein Gesamtkonzept mit eingebunden werden, wobei die wirkungsbezogene Analytik 
auf dem Dünnschichtchromatogramm ein Bindeglied darstellt zwischen Biotests und che-
misch/physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfahren. 
 
Grundlage der Risikoanalytik kann nach heutiger Einschätzung nur eine wirkungsbezogene Analy-
tik sein, die eine Bewertung der Ergebnisse methodenübergreifend erfordert, d.h. mit chemisch-














Abb.. 55: Zukünftige Strategien der Risikoanalytik und des Risikomanagements 
 
Innerhalb der wirkungsbezogenen Analytik müssen sowohl Schadwirkungen identifiziert, quantifi-
ziert als auch Schwellenwerte und ein tragbares Risiko ermittelt werden. Somit kann eine wir-
kungsbezogene Analytik als zuverlässige Basis für eine Risikoanalytik im Zusammenhang mit ei-
ner Risikobewertung dienen. Heutige innovative Analytikkonzepte können nur interdisziplinär 
erarbeitet werden, um unbekannte bioaktive Stoffe in Umweltproben wie z.B. in Oberflächenge-
wässern bzw. Ausläufen kommunaler Kläranlagen, in Roh- und Trinkwasser sowie im Lebensmit-
telbereich zu erfassen. 
 
Im Gegensatz zu dem herkömmlichen Analytikverfahren, basiert dieses Konzept auf dem steten 
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logisch - selektiven Anreicherung bioaktiver Stoffe die Wirkstruktur ermitteln zu können und nach 
der Identifizierung des Wirkstoffes dessen Wirkstärke auch bestimmen zu können. Diese Erkennt-
nisse wiederum sollen die Grundlage darstellen für die Risikoabschätzung in der jeweiligen Probe 
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